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A teofilina e o cromoglicato de sódio inibiram as fases imediata (4 h) e tardia (48 h) da 
reação inflamatória induzida pela [carragenina] no modelo _ da [pleurisia] em 
[camundongos], enquanto o salbutamol foi efetivo em inibir somente a primeira fase. A 
[Bradicinina], a [des-Arg9-BK] e a [substância P] promoveram processo inflamatório de 
forma dose-dependente. Neste modelo, o efeito da [Bradicinina] é mediado através da 
ativação do seu receptor B2, havendo subsequentemente liberação de histamina, de óxido 
nítrico, de eicosanóides e de taquicininas, entre outros. A des-Arg9-Leu8-BK, nas doses 
estudadas, não foi efetiva em inibir o processo inflamatório induzido pela [bradicinina] 
ou pela [des-Arg9-BK], A [substância P] induz reação inflamatória através da ativação 
de seus receptores NKi e NK3. Nestas condições experimentais, é também evidente a 
participação da histamina, do óxido nítrico e da [bradicinina], entre outros. Neste 
trabalho são propostos diferentes protocolos experimentais que permitem estudar 
modelos de inflamação neurogênica induzidos pela [bradicinina], [Substância P] e pela 
[carragenina] que podem ser úteis no screening de novos medicamentos.
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RESUMO
O objetivo do presente trabalho foi analisar no modelo da 
pleurisia em camundongos o efeito de drogas antiasmáticas, das 
cininas e da substancia P (SP). Os parâmetros analisados foram 
a migração celular e o grau de exsudação.
Os resultados deste estudo demonstraram que:
1- No modelo da pleurisia induzida pela carragenina (1%), que 
apresenta padrão bifásico da resposta inflamatória (fases 
precoce: 4 h e tardia: 48 h), as drogas antiasmáticas estudadas 
inibiram significativamente os parâmetros analisados. Nestas 
condições, a teofilina (1,0-50 mg/kg, i.p.), o cromoglicato de 
sódio (0,02-0,2 mg/cav.) e o salbutamol (0,05-50 mg/kg, i.p.) 
administrados 30 min antes da •indução da pleurisia, inibiram 
significativamente tanto a migração celular quanto a exsudação 
da primeira fase da reação inflamatória. Este efeito inibitório 
foi de caráter prolongado, uma vez que o tratamento dos 
animais, 0,5-8 h antes da indução da pleurisia, com uma das 
drogas estudadas, causou uma redução significativa do processo 
inflamatório.
2- A segunda fase desta reação inflamatória (48 h) foi inibida
significativamente pelo cromoglicato de sódio (0,02 mg/cav.) 
quando administrado 0,5-24 h antes da indução da pleurisia. De 
modo similar, a teofilina (50 mg/kg, i.p.), 0,5-4 h antes, 
inibiu a migração celular induzida pela carragenina (48 h) na
cavidade pleural. O salbutamol (5,0 mg/kg, i.p.), por sua vez, 
não modificou esta resposta tardia.
3- Em outra série de experimentos, a BK (5, 10 e 20 nmol/cav.) 
e a des-Arg9-BK (10, 20 e 40 nmol/cav.), 4 h após a aplicação 
de cada agonista na cavidade pleural, causaram migração 
celular, de forma dose-dependente, às custas do influxo de 
mononucleares. Os valores estimados das DE50s para a BK e para a 
des-Arg9-BK foram de 3,2 (95% LC = 0,6-15,5) nmol/cav. e de 9,1 
(1,2-66,8) nmol/cav., respectivamente. A análise do perfil 
temporal da reação inflamatória causada pela BK mostrou que o 
efeito inflamatório induzido por esta cinina é de caráter 
prolongado (até 72 h), sendo detectado 2 h após a sua 
administração e ocorrendo migração celular máxima 4 h após.
4- O efeito da BK (10 nmol/cav.) foi inibido, de forma dose-
dependente, pelos antagonistas peptídicos do receptor B2, HOE
140 e NPC 17731 (DI50s = 0, 028 (0, 05-0, 16) e 0, 45 (0,28-0,73) 
pmol/cav., respectivamente. Nestas condições, a duração do 
efeito inibitório causado pelo HOE 140 (0,1 pmol/cav.) foi 
significativamente maior (até 8 h) em comparação com aquele 
observado para o NPC 17731 (1,0 pmol/cav., até 4 h). Nas doses 
testadas, o NPC 17731, administrado 30 min antes da BK, foi
efetivo em inibir a migração celular pelas vias i.p., i.v. e 
intrapleural, enquanto o HOE 140 causou efeito inibitório
apenas quando administrado pelas duas últimas vias. O 
antagonista do receptor Bi, a des-Arg9-Leu8-BK (0,10 e 3,0
nmol/cav.) não modificou a resposta inflamatoria causada pelas 
cininas na cavidade pleural.
5- 0 tratamento prévio dos animais com o inibidor da 
ciclooxigenase (indometacina, 5 mg/kg, i.p.), da FLA2, da N0- 
sintase induzida e da COX II (dexametasona, 0,5 mg/kg, i.p.), 
com o antagonista do receptor Hi da histamina (terfenadina, 50 
mg/kg, i.p.), ou com o inibidor da síntese de NO (L-NOARG, 1,0 
pmol/cav.), também inibiu significativamente o influxo celular 
causado pela BK. Nestas condições experimentais e com o auxílio 
dos antagonistas dos receptores NKX, NK2 e NK3 das taquicininas 
também foi avaliada a participação destes mediadores na 
resposta inflamatória induzida pela BK. A potência do 
antagonista do receptor NKX (FK 888: 0,02-0,2 pmol/cav.) foi 
significativamente maior (DI50 = 0, 1, 0, 02-0,5 pmol/cav.) em 
comparação com a obtida para o antagonista do receptor NK3 (SR 
142801: 0,1-100 nmol/cav., DI50 = 21,5, 8,9-51,9 nmol/cav.) em 
antagonizar os efeitos da BK. Por sua vez, apenas doses 
elevadas (100 nmol/cav.) do antagonista do receptor NK2 (SR 
48968)- das taquicininas foram efetivas em inibir o mesmo 
parâmetro.
6- Em estudos subseqüentes, utilizou-se protocolo experimental 
bastante similar ao descrito acima para estudar o efeito da SP 
(10, 20 e 40 nmol) na cavidade pleural de camundongos. Foi
observado que esta taquicinina, 4 h após a sua administração, 
determinou aumento significativo da migração celular, de forma
dose-dependente (DE50 = 14,2 (10,7-19,1) nmol/cav., às custas 
de mononucleares. O alimento da migração celular foi observado 
no período de 2-24 h após a administração da SP na cavidade 
pleural, havendo paralelamente influxo de neutrófilos entre 2- 
48 h após. Os níveis de exsudato, embora discretos, foram 
significativos, sendo observados até 96 h após.
7- O antagonista do receptor NK3 (SR 142801: 0,1-50 nmol/cav.) 
das taquicininas foi três vezes mais potente em inibir a 
migração celular em comparação com o antagonista do receptor 
NKi (FK 888: 100-200 nmol/cav., 5 min antes) (DI50s = 6,5 (0,44- 
96) nmol/cav. e 19,3 (1,2-304 nmol/cav.), respectivamente). 
Nestas condições, a reação inflamatoria causada pela SP (20 
nmol/cav.) não foi inibida pelo antagonista do receptor NK2 (SR 
48968: 20 nmol/cav.) das taquicininas. Doses mais elevadas (100 
nmol/cav.) deste último antagonista seguido da administração do 
agonista resultaram em morte de 100% dos animais.
8- A resposta inflamatoria induzida pela SP (20 nmol/cav.) foi 
inibida, de forma dose-dependente, pelos antagonistas do 
receptor B2 da BK, HOE 140 (0,01-0,1 pmol/cav.) e NPC 17731 
(0,01-0,1 pmol/cav.) (DI50s = 0,03 (0,013-8,0)) pmol/cav. e 0,04 
(0,018-0,087) pmol/cav., para a migração celular). Nestas 
condições, o antagonista do receptor Bi, a des-Arg9'Leu8-BK (35 
nmol/cav.) não modificou a reação inflamatória estudada. Além 
disso, a indometacina (5,0 mg/kg, i.p.), a L-NOARG (1,0 
pmol/cav.), a dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), a terfenadina (50
ix
mg/kg, i.p.) e o composto 48/80 (0,2 nmol/cav., 5 dias antes) 
também inibiram significativamente os parâmetros estudados.
9- O tratamento prévio dos animais (30 min) com teofilina (50 
mg/kg, i.p.) ou com salbutamol (50 mg/kg, i.p.) resultou em 
inibição significativa da reação inflamatoria na cavidade 
pleural induzida tanto pela BK como pela SP. O cromoglicato de 
sódio (0,4 nmol/cav.) foi efetivo apenas em inibir a migração 
celular induzida pela BK e a exsudação causada pela SP.
10- Os resultados obtidos no modelo da pleurisia induzida pela 
carragenina em camundongos com as drogas antiasmáticas 
confirmam estudos descritos em outros modelos de asma, 
sugerindo que os medicamentos estudados exibem propriedades 
antiinflamatórias.
11- Os nossos estudos sugerem ainda que a BK e a SP, além de 
promoverem a liberação uma da outra, utilizam simultaneamente 
vias celulares comuns de segundos mensageiros, resultando em 
aumento da liberação de histamina, de NO e de produtos da via 
do AA, entre outros, no sítio do processo inflamatório.
12- Finalmente, através do nosso trabalho são propostos 
diferentes protocolos experimentais que permitam estudar 
modelos de inflamação neurogênica induzidos pelas cininas e 
pela SP, além da pleurisia causada pela carragenina que podem
ser úteis para o estudo de drogas antiasmáticas com perfil 
antiinflamatório.
ABSTRACT
The aim of this study was to analyse the effect of anti­
asthmatic drugs and the pro-inflammatory mediators, kinins and 
substance P (SP) on a murine model of pleurisy. The analysed 
parameters were both cell migration and exudation levels into the 
pleural cavity.
The results of this study showed that:
1- In the pleurisy induced by carrageenan that presents a 
biphasic profile characterized by an early (4 h) and late (48 h) 
phases of the inflammatory reaction, the studied anti-asthmatic 
drugs significantly inhibited the analysed parameters. In this 
condition, theophylline (1.0-50.0 mg/kg, l.p.), cromolyn (0.02— 
0,2 mg/cav.) and salbutamol (0.05-50.0 mg/kg, i.p.), administered 
30 min before pleurisy induction, were effective in inhibiting 
both cell migration and exudation that occurred in the early (4 
h) phase of the studied inflammatory reaction. These inhibitory 
effects induced by either theophylline, cromolyn or salbutamol 
were long-lasting, since pretreatment 0.5-8 h before pleurisy 
induction resulted in a significant decrease of the inflammatory 
indices.
2- The second phase of this inflammatory reaction (48 h) was 
significantly inhibited by cromolyn (0.02 mg/cav.) administered
0.5-24 h before pleurisy induction. In a similar manner, 
theophylline (50 mg/kg, i.p.) given 0.5-4 h before also inibited 
both cell migration and exudation induced by carrageenan in the
pleural cavity. Under the same experimental conditions, 
salbutamol (5 mg/kg, i.p.) was not effective in inhibiting this 
late inflammatory response.
3- In other experiments, bradykinin (BK) (5, 10 and 20 
nmol/cav.) and des-Arg9-BK (10, 20 and 40 nmol/cav.), 4 h after 
their administration, caused a dose-dependent increase of cell 
influx into the pleural cavity. The estimated values of the ED50s 
for each agonist were 3.2 (95% CL = 0.6-15.5) and 9.1 (1.2- 
66.8) nmol/cav., respectively. Analyses of the time-course 
profile induced by BK (10 nmol/cav.) showed that cell influx 
peaked at 4 h (P < 0.01) and remained elevated for up 72 h (P < 
0.01).
4- The antagonists of the B2 BK receptor, HOE 140 (0.1-0.3 
pmol/cav.) and NPC 17731 (0.1-1.0 pmol/cav.), given 30 min 
before pleurisy induction, fully inhibited BK (10 nmol/cav.) 
effects in a dose-dependent fashion with estimated values of 
ID50s of 0.028 (0.05-0.16) and 0.45 (0.28-0.73) pmol/cav., 
respectively. In this condition, HOE 140 (0.1 pmol/cav.)
inhibitory effects were longer-lasting (up to 8 h) than those 
caused by NPC 17731 (1.0 pmol/cav., up to 4 h) . However, at the
studied doses, NPC 17731 was effective in inhibiting BK effects 
when administered by intrapleural, i.v. or i.p. routes in
contrast with HOE 140, which caused inhibition only when given by
i.v. or by intrapleural routes. Des-Axg9-Leu8-BK, a Bi selective
receptor antagonist, (0.1 and 3.0 nmol/cav., 30 min before) did 
not inhibit either BK or des-Arg9-BK effects.
5- Prior treatment (30 min) of the animals with indomethacin 
(an inhibitor of the cyclooxigenase, 5 mg/kg i.p.), terfenadine 
(histamine Hx receptor antagonist, 50 mg/kg i.p.), 
dexamethasone (an inhibitor of FLA2, induced NO-sinthase, and 
of COX II, among others, 0.5 mg/kg i.p.) or L-NOARG (an 
inhibitor of NO synthesis, 1 pmol/cav.) significantly inhibited 
the recruitment of cells stimulated by BK (10 nmol, 4 h) . BK 
effects were also inhibited by NKi (FK 888: 0.02-0.2 pmol/cav.) 
and NK3 (SR 142801: 0.03-100 nmol/cav.) tachykinin receptor 
antagonists. The estimated ID5o values for each antagonist were
0.1 (0.02-0.5) pmol/cav. and 21.5 (8.9-51.9) nmol/cav., 
respectively. At the same conditions, only higher doses of the 
putative NK2 tachykinin receptor antagonist (SR 48968: 100 
nmol/cav.) were effective in inhibiting cell migration.
6- In the next series of experiments, the inflammatory effects 
induced by SP (10, 20 and 40 nmol/cav.) in the experimental 
murine model of pleurisy were analysed. SP increased cell 
migration in a dose-dependent fashion due to an influx of 
mononuclear cells with estimated values of ED50 of 14.2 (10.7- 
19.1) nmol/cav.. The enhancement of mononuclear cells was 
observed 2-48 h after SP administration into the pleural cavity.
In parallel, neutrophil influx was also detected 2-48 h after 
pleurisy induction, whereas exudation, although significant, was 
not marked.
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7- The NK3 tachykinin receptor antagonist (SR 142801: 0.1-50.0 
nmol/cav., 5 min before) was 3 times more potent in inhibiting 
the cell influx caused by SP in comparison to the NKi tachykinin 
receptor antagonist (FK 888, 100-200 nmol/cav.). The estimated 
values of ID50s for each antagonist were 6.5 (0.44-96), and 19.3 
(1.2-304) nmol/cav.), respectively. Under the same experimental 
conditions, the NK2 tachykinin receptor antagonist (SR 48968: 20 
nmol/cav.) was ineffective in inhibiting the inflammatory 
process induced by SP. In addition, the treatment of the animals 
with this later antagonist (100 nmol/cav.) followed by the 
administration of the agonist was associated with a 100% 
mortality ratio.
8- The inflammatory response induced by SP was also inhibited in 
a dose-dependent fashion by B2 BK receptor antagonists like HOE 
140 and NPC 17731, with estimated values of ID50s of 0.03 (0.013- 
8.0) and 0.04 (0.018-0.087) pmol/cav., respectively. In this 
condition, the Bi receptor antagonist (des-Arg9-Leu8-BK: 35 
nmol/cav.) did not modify the studied inflammatory reaction. 
Furthermore, pretreatment (30 min) of the animals with 
indomethacin (5.0 mg/kg, i.p.), L-NOARG (1.0 pmol/cav.), 
terfenadine (50 mg/kg, i.p.) or the compound 48/80 (0.2 
Umol/cav., 5 days before pleurisy induction by SP) was effective 
in inhibiting the same parameters.
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9- The pretreatment (30 min) of the animals with theophylline 
(50 mg/kg, i.p.) and salbutamol (50 mg/kg, i.p.) caused a 
significant inhibition of the inflammatory process induced by 
both BK and SP in the pleural cavity of mice. Cromolyn (0.2 
mg/cav.) was effective in inhibiting the cell influx induced by 
BK and the exudation caused by SP.
10- The data obtained with the anti-asthmatic drugs in the murine 
model of pleurisy induced by carrageenan confirm the results 
obtained in other experimental models of asthma in the literature 
suggesting that these drugs exert potent anti-inflammatory 
effects.
11- Our study clearly showed that BK and SP can be released by 
each other. Inasmuch, both agonists exert their pro-inflammatory 
effects by sharing the same second messengers systems as well as 
stimulating the release of other mediators like histamine, NO or 
produts of arachidonic acid pathways.
12- At last, it is proposed different experimental protocols that 
permit the study of a model of neurogenic inflammation induced by 
both kinins and SP. Furthermore, the pleurisy induced by 
carrageenan provide an useful tool to study and to screen anti­
asthmatic drugs with anti-inflammatory profile.
0 processo inflamatório envolve uma série de eventos que 
podem ser desencadeados por numerosos estímulos, cada um 
relacionado a um tipo de resposta tecidual. Além disso, podem 
ocorrer pequenas variações na expressão desta reação inflamatória 
dependendo do agente lesivo, das características do tecido ou do 
órgão afetado e da coexistência de estados patológicos (Rocha e 
Silva, 1978; Segdwick, e Willoughby, 1985). A resposta 
inflamatória é geralmente acompanhada dos seguintes sinais: 
calor, dor, rubor e tumor, descritos por Cornelius Celsus, no 
início da era cristã. A perda de função do tecido ou órgão lesado 
foi introduzida posteriormente como o quinto sinal cardeal por 
Virchow (citado em Rocha e Silva, 1978; Sedgwick e Willoughby, 
1985).
Ao longo dos anos, vários mediadores do processo 
inflamatório foram identificados, entre eles citam-se: aminas 
vasoativas (histamina e serotonina), cininas, sistema complemento 
como por exemplo C3a, C5a-C5b-C9, componentes da coagulação e de 
fibrinólise (fibrino-peptídeos, produtos da degradação da 
fibrina, entre outros), metabólitos do ácido araquidônico (AA) 
como os produtos da via da ciclooxigenase (COX), incluindo 
endoperóxidos, prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TX)) e da 
lipooxigenase (leucotrienos (LT)), ácidos
hidroxiperoxieicosatetraenóico (HPETE) e hidroxi-eicosatetraenóico 
(HETE), radicais livres derivados do oxigênio, fator agregante 
de plaquetas (PAF-acéter), óxido nítrico (NO) e citocinas (Cotran 
et al., 1991) .
1 INTRODUÇÃO
De modo didático, a resposta inflamatoria é categorizada em 
três fases distintas, cada uma delas sendo mediada aparentemente 
por mecanismos diferentes. Assim, é inicialmente evidenciada uma 
fase aguda, de duração variável, onde ocorre vasodilatação local 
e aumento da permeabilidade capilar, seguida de uma fase subaguda 
caracterizada por infiltração de leucocitos e de células 
fagocíticas e posteriormente, ocorre regeneração tecidual ou 
fibrose. Cada uma destas fases estudadas pode ser dividida em 
vários subgrupos que são apresentados no esquema 1.
Na primeira fase da reação inflamatoria, o aumento do fluxo 
sangüíneo na área lesada, devido à dilatação e engurgitamento dos 
capilares e arteríolas bem como do recrutamento adicional de 
outros vasos que normalmente estão hipofuncionantes, é 
responsável pelo eritema ou rubor da área comprometida, podendo 
haver também elevação da temperatura local (calor) (Rocha e 
Silva, 1978; Sedgwick e Willoughby, 1985). A vasodilatação se 
deve à ação de mediadores, a nível arteriolar e venular. É 
reconhecido que os mediadores liberados nesta fase são inúmeros, 
entre eles, citam-se as cininas, histamina, serotonina, 
leucotrienos, PAF-acéter, C5a, prostaglandinas (PGD2, PGE2, PGF2a) 
e substâncias liberadas localmente nas terminações nervosas 
(taquicininas e o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina - 
(CGRP) (Hua, 1986; Haanen e Vermes, 1995) . 0 exsudato formado 
facilita a liberação de outros mediadores, o que amplifica a 
respostà inflamatória.
3REAÇAO INFLAMATORIA
4-
LESÃO TECIDÚAL
(Produtos bacterianos, toxinas, complexos imunes, agressão fisica, 
citocinas)
QUIMIOTAXIA E ADESÃO CELULAR
PGD/PGE/PGF 
5-HETE
PAF (célula endotelial)
IL-8 (monócitos) 
Leucotrienos 
Ativação do Fator XII
Ativação do Sistema
Complemento
C5a, TNF
-vasodilatação
-quimiotaxia
-quimiotaxia, aumento da permeabilidade,
agregação leucocitária
-atração de granulócitos
-aumento da permeabilidade e edema
-formação de cininas, coagulação e
fibrinólise
-C5a (quimiotático), C3b (fagocitose)
-expressão das integrinas na superficie dos 
leucocitos: LFA-1, Mac-1, P150-95 
IL-1, TNF -expressão de moléculas de adesão na
superficie das cél. endoteliais: ELAM-1, ICAM-
1, VCAM-1
i
Marginalização, Adesão, Migração e Acúmulo de Leucócitos
4
Granulócitos -liberação de enzimas lisossomais, radicais
livres do O2 , óxido nítrico.
Monócitos -mobilização, ativação, transformação pelas 
citocinas (C5a, FMLP, IFN, IL-1, MCP-1, TGF-{5, 
TNF) .
Macrófagos -quando'ativados liberam proteases,
colagenases, óxido nítrico metabólitos do 
ácido araquidônico, citocinas (CSFs, PDGF,
FGF, TGF-0, IL-1, IL-8, TNF)
Células Epitelióides -transformação induzida pelo INF-X
4
APOPTOSE de células adjacentes e de granulócitos (estimulada pelo TNF0, 
NO, suprimida por CSF, C5a), APOPTOSE de monócitos (estimulada pela IL- 
4, suprimida pela IL-10, CSF, INF*., TNFa)
i
RESOLUÇÃO INFLAMATÓRIA
Esquema 1- Fases do processo inflamatório: componentes celulares e 
bioquímicos. Vide texto e lista de abreviações para compreensão das 
siglas.
Como citado anteriormente, a segunda fase da resposta 
inflamatoria é caracterizada pela migração de leucocitos e 
outras células fagociticas para o sitio da lesão. De um modo 
geral, denomina-se de quimiotaxia ao processo pelo qual as 
células leucocitárias são atraídas para o sítio do processo 
inflamatorio. Estes fatores quimiotáticos são gerados tanto na 
corrente sangüínea quanto no sítio da lesão. Assim, o sistema 
complemento e as cininas são considerados importantes fatores 
quimiotáticos de origem plasmática (Burch et al., 1990; Abbas 
et al., 1991; Davies et al., 1994). A mobilização adequada dos 
leucocitos circulantes é fundamental para a defesa do 
organismo, devido a sua capacidade fagocítica e de destruição 
do agente nocivo. Entre os leucocitos, os neutrófilos possuem 
papel importante nesta fase da- reação inflamatoria.
Existem muitas revisões demonstrando que na vigência de 
certas reações inflamatorias ocorre a ativação do sistema- 
complemento com liberação do fragmento C5a, que é quimiotático 
para neutrófilos (Macmillan e Foster, 1988; Yancey, 1989; Abbas 
et al., 1991a; Davies et al., 1994). Por exemplo, quando 
anticorpos específicos interagem com a superfície de um 
microorganismo patógeno, o complexo antígeno-anticorpo formado 
estimula a proteólise dos componentes da via clássica do 
sistema complemento. Através de reações bioquímicas e 
enzimáticas, proteínas precursoras são clivadas em fragmentos 
que, por sua vez, vão ativar outros componentes do sistema 
complemento. As principais proteínas deste sistema, que são 
liberadas no plasma e que participam da quimiotaxia são os
componentes C3a e. C5a (Abbas et al., 1991a; Davies, et al., 
1994). Outros eventos como a degranulação local de mastócitos e 
a indução da agregação plaquetária podem resultar na liberação 
de mediadores que são quimiotáticos para macrófagos e monócitos 
(Sibille e Reynolds, 1990). Entre os mediadores considerados 
quimiotáticos, citam-se: PGI2, PGD2, PGE2 e PGF2a, 5-HETE, 
cininas, fibrino-peptídeos, peptideos liberados por neutrófilos 
e o leucotrieno B4 (LTB4) , entre outros (Fontone, 1985; Beutler 
e Cerami, 1986; Haanen e Vermes, 1995).
Paralelamente, com a geração plasmática ou no sítio da 
lesão de fatores quimiotáticos juntamente com a vasodilatação 
local, ocorrem mudanças na distribuição dos componentes 
celulares em relação ao fluxo sangüíneo (Cotran et al., 1991). 
Nesta condição, os leucocitos, que normalmente circulam no 
centro da luz vascular, passam a ser detectados nas 
proximidades da parede do vaso, sendo este processo denominado 
de marginalização leucocitária. Além disso, a migração celular 
é facilitada pela expressão de moléculas de adesão em 
diferentes tipos de células (Bevilacqua, 1993). Estas moléculas 
são expressas por estímulos gerados no sítio do processo 
inflamatorio e têm sido identificadas tanto em leucocitos, 
macrófagos, fibroblastos, plaquetas como em células endoteliais 
(Bevilacqua, 1993). É reconhecido, atualmente, que os fatores 
quimiotáticos que estimulam tanto os leucocitos como as células 
endoteliais a expressar moléculas de adesão facilitam, em 
última análise, a adesividade entre estas células, processo 
este conhecido como rolling (Lasky e Rosen, 1992; Bevilacqua,
1993). A adesão posterior dos granulócitos à parede do 
endotélio facilita a migração destas células para o foco da 
lesão.
As moléculas de adesão são agrupadas em famílias com base 
em sua estrutura química e são classificadas em integrinas, 
selectinas, superfamília das imunoglobulinas do tipo 
carboidratos e adressinas vasculares, entre outras (Bevilacqua, 
1993; Hellewell, 1993; Pilewski e Albelda, 1993).
As moléculas de adesão da superfamília das imunoglobulinas 
têm estrutura molecular semelhante a das imunoglobulinas. Para 
a interação entre os leucócitos e o endotélio, os mais 
importantes membros desta família são as moléculas de adesão 
intercelular 1 (ICAM-1) e 2 (ICAM-2) e moléculas de adesão 
vascular-1 (VCAM-1) (Williams e Barclay, 1988; Frenette et al., 
1996a e b) (tabela 1).
As moléculas de adesão da família das integrinas são 
importantes na interação entre as células ou entre estas com a 
matriz celular (Hellewell, 1993; Pilewski e Albelda, 1993). 
Todas as integrinas são heterodímeros identificados por suas 
frações a e P expressas na superfície da membrana celular, 
sendo conhecidas pelo menos quatorze subunidades a (1-8, E, 
L, M, J, X, 11b) e oito subunidades p. Diferentes combinações
das subunidades a e P atuam como receptores de diferentes 
ligantes. Em relação às interações leucócíto-endotélio, o 
componente mais importante são os VLA (very late antigen) 
constituída pelas cadeias a4 Pi (Belivaqua, 1993; Hellewell,
Tabela 1 - Moléculas de adesão liberadas por células que participam 
do processo inflamatorio.
MOLÉCUIAS DE ADESÃO
CÉLULAS INTEGRINAS SUPER FAMÍLIA SELECTINAS OUTRAS
DAS IMUNO-
GLOBULZHAS
BASÓFILOS pl50*, gplla, Mac-1* ICAM-3,
PECAM-1
LFA-3, LECAM-1 CD9, CD59, CD63, CRI, H-CAM-1, 
H-CAM-1
ENDOTÉLIO
VASCULAR
vitronectina,
49F/104
gplla, CAM-105,
ICAM-2,
PECAM-1
ICAM-1,
LFA-3,
ELAM-1,
PADGEM
CD34, CD59, endoglina, L-VAP22, 
glicoproteina GPIIIB, SYNDECAM, 
VAP-1, PSGL-1
EOSINÓFILOS VLA-4, Mac-1*, 
gplla
pl50*, ICAM-3,
PECAM-1,
LFA-3,
CD48
LECAM-1 CD9, CD59, CD63, CRI, endoglina 
FCE-RII, H-CAM-1
FIBROBLASTOS VLA-2, gplla HCAM-1
LINFÓCITOS VLA-2, VLA-4, 
LFA-1*, Mac-l’ 
1, gplla
VLA-5, 
, LPAM-
LFA-2, CD4, CD8, 
ICAM-1, ICAM-2, 
ICAM-3, LFA-3, 
CD4 8, NCAM, 
PECAM-1
LECAM-1 CD59, CD63, CRI, endoglina FCE- 
RII, H-CAM-1, L-VAP22
LINFÓCITOS B VLA-3, pl50*, 
vitronectina
gplla, BL-CAM, 
B7, B7-2
ICAM-3, CD39, CD4 0, SYNDECAM
LINFÓCITOS
ATIVADOS
T VLA-1, pl50*, ICAM-2, 
PECAM-1, 
CTLA-4, 
CD8, LFA-
NCAM, 
CD28, 
CD4 ,
-1
CD40, LIGANTE CD40
MACRÓFAGOS LFA-1’, 
pl50*, gplla
Mac-1*, ICAM-3, : 
VCAM-1
ICAM-10,
MASTÓCITOS GP IIA, P150’ ICAM-3
MONÓCITOS VLA-1, VLA-4, 
VLA-6, LFA-1* 
1", pl50*, 
vitronectina
VLA-5, 
, Mac- 
gplla,
CD4, CD4 8, CAM- 
105, ICAM-1, 
ICAM-3, LFA-3, 
B7-2
LECAM-1 CD59, CD63, endoglina, 
glicoproteina GPIIIB, H-CAM-1
NEUTRÓFILOS LFA-1*, 
pl50*,gplla
Mac-l’, ICAM-3, 
CAM-105, 
1, CD48
LFA-3,
PECAM-
LECAM-1 CD59, CD63, CRI, H-CAM-1
PLAQUETAS VLA-2, VLA-4, VLA-5, 
pl50*, glicoproteina 
gplla IIB-IIIA, VLA- 
6, vitronectina
CAM-105, PECAM-1 PADGEM CD9, CD63, glicoproteinas 
GPIIIB E GPIB-IX
* - P150, MaC-1 e LFA-1 = subtipos do complexo CD11/CD18. Vide texto e lista de abreviações 
para compreensão das siglas.
1993). A subfamilia p2 das integrinas, expressas
exclusivamente nos leucocitos, são classicamente reconhecidas 
pelas siglas CDlla (ai), CDllb (aM), CDllc (ax), as quais, são 
constituídas por cadeias a e estão associadas com a subunidade
02 (CD18) (tabela 1) •. Todo o complexo é conhecido genericamente 
por CD11/CD18. Subtipos deste complexo têm sido identificados 
em vários tipos celulares recebendo o nome de pl50-95, LFA-1 ou 
Mac-1. Um defeito, de origem congênita, na subunidade p2, é 
responsável pela entidade patológica conhecida como deficiência 
da adesão leucocitária (Palier, et al., 1994; Shearer et al.,
1994). Neutrófilos isolados destes pacientes mostram defeito na 
função de adesão, quimiotaxia e fagocitose (David, 1991). 
Outras integrinas são encontradas em outros tipos celulares e 
sua função primária é servir como receptor para matriz protéica 
extracelular como colágeno, laminina e a fibronectina 
(Belivacqua, 1993; Hellewell, 1993; Pilewski e Albelda, 1993).
Simultaneamente, no endotélio, às custas de estímulos 
gerados pela reação inflamatoria, são também expressas 
moléculas de adesão, sendo as mais conhecidas as selectinas 
(Bevilacqua et al., 1991; Gahmberg et al., 1992; Lasky, 1992; 
Bevilacqua, 1993) . São identificados pelo menos três subtipos 
diferentes de selectinas: E, L e P (Bevilacqua et al, 1991; 
Israels et al., 1992). A família das moléculas de selectinas do 
tipo E é expressa nas células endoteliais quando estimuladas 
por lipopolissacárides de membrana celular de bactérias gram- 
negativas (LPS) ou por citocinas do tipo TNF e IL-1. Já as 
moléculas do tipo P foram identificadas tanto em grânulos 
secretorios das plaquetas como no endotélio. Em poucos minutos, 
as P-selectinas são expressas no endotélio após estimulação 
pela histamina ou pela trombina, por elementos finais do 
sistema complemento e/ou pelo peróxido de hidrogênio
(Haca) (Bonfanti et al, 1989; Hattori et al., 1989; Patel et 
al., 1991). Como mostra a tabela 1, atualmente é descrito um 
grande número de moléculas de adesão que também são expressas 
em pequena quantidade em condições fisiológicas (Bevilacqua, 
1993; Gahmberg et al., 1992). Sua importância tanto no processo 
inflamatorio como nos mecanismos relacionados à propagação de 
neoplasias malignas tem despertado grande interesse nos últimos 
anos (Bevilacqua, 1993; Gahmberg et al., 1992).
Com base no exposto acima, é possível concluir que a 
resposta celular ao dano tecidual depende do tipo, da duração e 
da severidade da lesão, bem como do tipo de interação celular e 
o estado imunológico do hospedeiro (Cotran et al., 1991). As 
células que migram ou que são ativadas para o sítio do processo 
inflamatorio são, portanto, responsáveis pela geração e 
manutenção dos mediadores inflamatorios. Por exemplo, a 
mobilização de leucocitos (polimorfonucleares e mononucleares) 
para o sítio do processo inflamatorio resulta na ativação 
destas células que, por sua vez, passam a sintetizar e liberar 
um grande número de agentes tipo produtos da via do AA e 
citocinas, entre outros (Wolfe e Horrocks, 1994).
Leucocitos polimorfonucleares (neutrófilos) são ativamente 
fagocíticos e a energia para este processo é derivada da via 
glicolítica. A destruição de microorganismos suscetíveis pelos 
neutrófilos está intimamente associada ao processo de 
degranulação, onde ocorre a liberação de grânulos do fagossoma 
dessas células (Cramer, 1992). No citoplasma dos neutrófilos 
são identificados três tipos de grânulos, denominados de
primários, secundários e terciários (Cramer, 1992). Os grânulos 
primários contêm enzimas lisossomais hidrolíticas abundantes, 
grande quantidade de mieloperoxidase (matriz verde, responsável 
pela coloração do pus), de lisozima, elastase e de proteínas 
catiônicas. Já os grânulos secundários contêm lactoferrina e 
lisozima, enquanto o conteúdo dos terciários é ainda 
desconhecido, porém podem ser distinguidos pela presença de 
fosfatase ácida. Nos neutrófilos ativados e que migram para o 
local da lesão são identificados fagossomas que têm a 
facilidade de envolver o corpo estranho ou outra célula, 
ocorrendo posteriormente a fagocitose. Considerando que a 
capacidade fagocítica de destruição do neutrófilo depende da 
via glicolítica, eventos celulares subseqüentes envolvendo o 
consumo de oxigênio também conhecido como burst repiratório têm 
sido bastante estudados (Thelen et al., 1993). Os mecanismos 
pelos quais os neutrófilos lisam ou destroem o corpo estranho 
não são ainda totalmente conhecidos. No entanto, não há dúvidas 
que a geração de radicais livres é de fundamental importância 
nesta etapa da reação (Southorn e Powis, 1988) .
De acordo com o tipo de reação inflamatória, além dos 
neutrófilos, outros leucócitos como os mononucleares podem 
migrar preferencialmente para o local da lesão (Sibille e 
Reynolds, 1990) . Ao migrarem para o sítio do processo 
inflamatório, estas células são ativadas por produtos liberados 
principalmente pelos macrófagos e passam a sintetizar e liberar 
um grande número de agentes tipo citocinas e produtos da via do 
AA, além de outros mediadores. Eventos celulares subseqüentes
ocorrem, tais como aqueles descritos para os neutrófilos, 
envolvendo o consumo de oxigênio (burst respiratorio) que é 
detectado em segundos após a interação entre um corpo estranho 
e estas células, resultando na geração de radicais livres 
(Southorn e Powis, 1988) .
Outras células envolvidas neste processo são os 
eosinófilos. Estima-se que estas células têm uma vida média 
superior a dos neutrófilos (Kay e Corrigan, 1991; Bainton, 
1992; Kita et al., 1995). Estas células, quando ativadas pelo 
PAF-acéter, por exemplo, liberam mediadores lipídicos bioativos 
e derivados do AA, entre outros, bem como das proteínas de 
Charcot Lyden, catiônica, básica principal (MBP) e peroxidase 
do eosinófilo (Bainton, 1992; Ferguson et al., 1995; Kita et 
al., 1995). Citocinas tipo fator estimulante de colônia de 
macrófagos e/ou de granulócitos (GM-CSF) , IL-3 e IL-5 
produzidas por linfócitos T e do tipo IL-1 e TNF derivadas de 
monócitos e macrófagos têm também importância reconhecida no 
processo de ativação destas células (Kita et al., 1995; Lukács 
et al., 1995). Dependendo do tipo de processo inflamatório, a 
liberação excessiva destes produtos resulta em destruição 
tecidual importante como descrito, na asma brônquica (Shelhamer 
et al, 1995). 0 eosinófilo ativado pode ser distinguido dos 
inativos pela presença de vacúolos citoplasmáticos, que na 
microscopía eletrônica são denominados de grânulos hipodensos 
(David, 1991). Estas células ativadas liberam seus 
constituintes intracelulares. Os eosinófilos expressam receptor 
para o fragmento específico do tipo Fc para imunoglobulinas
(Ig) do tipo IgE e, portanto, são importantes efetores ñas 
reações imunes, por exemplo, nas parasitoses por helmintos 
(David, 1991) . Os eosinófilos também têm sido relacionados ñas 
reações alérgicas e autoimunes (Shelhamer et al.,1995). É 
descrito que pacientes com atopia, asma, infecções helmínticas 
crónicas, síndrome hipereosinofilica idiopática ou portadores 
de certas neoplasias apresentam eosinófilos hipodensos no 
sangue periférico (Weller, 1993).
Também tem sido demonstrado que os macrófagos residentes 
ou monócitos participam ativamente do processo inflamatorio 
(Cramer, 1992; Galli, 1993). Os macrófagos como os monócitos, 
originam-se da mesma célula progenitora na medula óssea ou a 
partir de outros tecidos (Cramer, 1992; Galli, 1993). Quando a 
diferenciação ocorre na medula óssea, provavelmente este 
macrófago será uma célula residente nos linfonodos, baço ou 
fígado, fazendo parte dos sistemas conhecidos como 
reticuloendotelial e fagocítico mononuclear, respectivamente. 
Neste papel, os macrófagos exercem a função de limpeza do 
organismo, removendo células sangüíneas defeituosas ou 
estimulando o sistema imunológico na defesa contra agentes 
estranhos. Quando a diferenciação celular dos macrófagos ocorre 
fora da medula óssea, estas células são morfologicamente 
distintas (menores e com pouco citoplasma) e são conhecidas 
como monócitos (Cramer, 1992; Galli, 1993). Os monócitos são 
recrutados para o sítio do processo inflamatório através de 
fatores quimiotáticos gerados localmente. Estas células também 
são recrutadas por proteínas catiônicas, liberadas dos grânulos
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de neutrófilos. Como os neutrófilos, os macrófagos ativados 
fagocitam material estranho (Cramer, 1992). Além disso, os 
macrófagos possuem três diferenças em comparação com os 
neutrófilos: i) são capazes de divisão celular, importante na 
defesa do organismo, como no granuloma; ii) podem sobreviver no 
tecido por meses ou até anos e iii) secretam mediadores da 
inflamação (Nielsen et al, 1994; Stewart et al., 1994). De um 
modo geral, estas células quando ativadas têm a capacidade de 
realizar a fagocitose, são responsáveis pelo recrutamento de 
neutrófilos da circulação, bem como o desencadeamento de edema 
e de dor (Cunha et al., 1986; Cramer, 1992), entre outros. Além 
disso, os macrófagos ativados expressam a NO-sintase, a 
ciclooxigenase tipo II (COX-II) adquirindo a capacidade de 
sintetizar e liberar NO e prostanóides, além de diversas 
citocinas (Moneada e Higgs, 1993; Baumann, e Gauldie, 1994).
0 quinto sinal da inflamação que equivale a perda da 
funcionabilidade, normalmente é efeito secundário da resposta 
inflamatoria tecidual e da dor. 0 tecido inflamado causa 
inibição física dos movimentos através da dor por um mecanismo 
de feedback neural (Cunha et al., 1986; Cramer, 1992).
A dor que se associa à resposta inflamatoria se deve à 
estimulação dos nociceptores locais por mediadores químicos 
tais como a bradicinina (BK) e a histamina (Dray e Bevan,
1993). Quimicamente, a transdução da dor envolve interações dos 
mediadores com receptores de membrana que são acoplados à 
canais iónicos e ou sistemas de segundos mensageiros resultando 
na mudança, da excitabilidade da membrana celular. A resposta
algésica induzida por estes mediadores é potencializada por 
produtos da via do ácido araquidônico (PGE2, PGI2, PGD2) e por 
aminas simpatomiméticas, possivelmente a dopamina liberada 
localmente. A produção de hiperalgesia também deve ser vista 
como um importante mecanismo que contribui para a regeneração e 
reparo tecidual (Andy et al., 1994). Além disso, vários 
produtos liberados no sítio da lesão inflamatoria, entre eles, 
as citocinas como por exemplo: interleucinas (IL) do tipo IL-1, 
IL-6 e IL-8, fator de necrose tumoral (TNF), interferon (IFN) e 
LPS estão envolvidos na regulação da resposta febril. As 
citocinas, exceto a IL-8, medeiam a resposta febril através da 
indução da síntese de PGE2 em áreas específicas do hipotálamo 
(Dinarello et al., 1988; Dinarello et al., 1991).
1.1 MEDIADORES QUÍMICOS DA INFLAMAÇÃO
Conforme citado anteriormente, a agressão endógena ou 
exógena desencadeia a resposta inflamatória, mas as substâncias 
químicas liberadas a medeiam e são responsáveis pela 
amplificação deste processo. A seguir são comentados alguns 
aspectos relevantes de diversos mediadores do processo 
inflamatório.
1.1.1 Vias metabólicas do ácido araquidônico
Produtos da via metabólica do AA também conhecidos como 
eicosanóides possuem papel relevante em vários processos 
fisiológicos e patológicos, incluindo a homeostasia, 
inflamação e trombose. Os produtos derivados da via metabólica
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do AA são considerados autacóides, ou seja, substâncias geradas 
localmente, que tem meia vida curta (segundos) e que exercem 
localmente os seus efeitos (Campbell e Halushka, 1996). Os 
eicosanóides compreendem quatro grupos de mediadores biológicos 
derivados do AA: PGs, TXs, LTs e produtos derivados de 
isoenzimas localizadas no citocromo P-450. 0 AA é um ácido 
graxo poliinsaturado encontrado na forma esterificada entre os 
fosfolipídeos da membrana celular e se origina diretamente de 
fontes alimentares ou da conversão, nos mamíferos, a partir do 
ácido graxo essencial, o ácido linoléico (Wolfe e Horrocks,
1994).
Através de estímulos físicos, mecânicos, químicos e/ou 
induzidos por diversos mediadores, o AA é liberado por 
diferentes fosfolipases (A, C,•D) (Wolfe e Horrocks, 1994). As 
fosfolipases podem ser classificadas como dependentes ou 
independentes do ion cálcio. A via direta mais conhecida de 
liberação do AA envolve a participação da fosfolipase A2 
(FLA2) . A expressão da FLA2 está codificada em dois genes 
distintos, sendo estas enzimas classificadas em secretorias e 
intracelulares (Wolfe e Horrocks, 1994).
Na célula, a enzima pode estar localizada na membrana 
celular ou no citosol como verificado em macrófagos RAW 264.7. 
Além disso, a atividade da FLA2 é regulada por proteínas 
inibitórias e estimulatórias. No tecido de mamíferos, os 
antiinflamatórios esteroidais induzem a síntese de proteínas 
inibitórias da atividade da FLA2 denominadas de lipocortinas 
(Wolfe e Horrocks, 1994) . A atividade da FLA2 pode também ser
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ainda regulada por uma proteína G após estímulo por um mediador 
da inflamação. A dissociação da subunidade a do complexo Py da 
proteína G resulta na ativação da FLA2. A regulação da ativação 
da FLC também envolve processos de fosforilação e 
desfosforilação de proteínas cinases que facilitam a 
translocação desta enzima do citosol para a membrana celular. 
Múltiplas isoformas de FLC têm sido purificadas (Catt, 1995), 
sendo que algumas apresentam na sua estrutura molecular alto 
grau de homología com proteínas do tipo tirosina cinases. É 
conhecido que a ativação da FLC resulta na formação de segundos 
mensageiros da via do trifosfato de . inositol e do 
diacilglicerol, porém esta enzima também está envolvida na 
liberação do AA da membrana celular (Wolfe e Horrocks, 1994). 
Através de mecanismo bastante similar ao descrito 
anteriormente, a via metabólica da FLD irá também liberar o AA 
da membrana celular.
Seguindo-se a liberação do AA, de acordo com a 
disponibilidade enzimática celular, esta molécula servirá de 
substrato para a ação de enzimas tipo ciclooxigenase e/ou 
lipooxigenase.
AS PGs e os TXs são produtos da via metabólica do AA 
catalisada pela enzima COX. Na realidade, estes compostos 
constituem o produto final de uma seqüência de reações 
envolvendo enzimas específicas. São produzidos pela maioria das 
células do organismo e possuem uma grande diversidade de 
funções. Sob ação da COX, o AA dá origem ao endoperóxido de 
PGG2, o  qual posteriormente é convertido em PGH2, ambos
compostos são altamente instáveis (Davies e MacIntyre, 1992; 
Campbell e Halushka, 1996). Na presença de tromboxano sintetase 
é gerado preferencialmente TXs, enquanto outras sintetases 
especificas dão origem aos diferentes grupos de 
prostaglandinas. Portanto, na presença de sintetases 
específicas (PGD sintetase, PGE sintetase, PGF sintetase, PGI 
sintetase, por exemplo) são gerados os diferentes prostanóides.
0 TXA2 é um potente agregante plaquetário e vasoconstritor 
produzido pelas plaquetas e outras células sangüíneas. Já a 
PGI2, gerada predominantemente no endotélio vascular e outros 
tipos célulares, inibe a agregação plaquetária e é um potente 
vasodilatador. As principais ações das PGE2 são o bloqueio da 
secreção de ácido clorídrico e estimulação da secreção de muco 
no estômago, vasodilatação e inibição da ativação de células no 
sítio do processo inflamatorio, sendo também considerada um 
mediador da febre (Wolfe e Horrocks, 1994). A PGF2a causa 
contração brônquica e uterina, enquanto as PGD2 induzem a 
vasodilatação e a broncoconstrição. De forma geral, as 
prostaglandinas e tromboxanos agem na amplificação do processo 
inflamatório (Davies e MacIntyre, 1992; Wolfe e Horrocks,
1994) .
Através de clonagem molecular, foram identificados dois 
tipos de ciclooxigenase, COX-1 e COX-2, codificadas por genes 
distintos (Wolfe e Horrocks, 1994). 0 conhecimento dessas duas 
formas enzimáticas permitiu distinguir o papel fisiológico 
exercido pelas PGs e TXs, daquele observado em condições 
patológicas. Em condições fisiológicas, as PGs e TXs são
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gerados através da via da COX-1, que é reconhecida como enzima 
do tipo constitutivo (Isakson et al., 1995). Por sua vez, em 
condições patológicas, através de estímulos induzidos 
predominantemente por citocinas e LPS, os macrófagos, as 
células endoteliais e os neutrófilos passam a expressar a COX-2 
(enzima induzida)(Isakson et al., 1995). É reconhecido, hoje em 
dia, que alguns agentes antiinflamatórios não esteroidais 
utilizados na clínica exercem ação inibitória inespecífica 
sobre as duas enzimas, resultando nos efeitos colaterais do 
tipo epigastralgia, reativação da úlcera péptica e hemorragia 
gastrintestinal, entre outros (Isakson, et al., 1995).
A via da lipooxigenase envolve a conversão do AA em 
derivados hidroperóxidos (HPETE): 12-HPETE nas plaquetas e 5- 
HPETE e 15-HPETE nos leucócitos (Wolfe e Harrocks, 1994). 0 5- 
HPETE pode sofrer peroxidação e se transformar em HETE, o qual 
é conhecido como agente quimiotático potente para neutrófilos. 
Os principais produtos metabólicos formados por esta via, nos 
mamíferos são LTAj, LTB4, LTC4, LTD4, LTE4. É reconhecido que o 
LTB4 é um agente quimiotático potente que promove agregação de 
leucócitos ao endotélio venular, enquanto o LTC4, o LTD4 e o 
LTE4 causam vasoconstrição, broncoespasmo e aumento da 
permeabilidade vascular (Wolfe e Harrocks, 1994). Esses 
leucotrienos são sintetizados em diversos tipos celulares 
incluindo macrófagos e leucócitos (Campbell e Halushka, 1996; 
Wolfe e Harrocks, 1994).
1.1.2 Cininas
As cininas, a BK e a Lysyl-BK (Lys-BK: calidina), são 
oligopeptídeos formados endógenamente. As cininas são 
encontradas em insetos, répteis, anfíbios e mamíferos. Atuam 
principalmente como hormônios locais através de mecanismos 
autócrinos e parácrinos (Bathon e Proud, 1991; Farmer e Burch, 
1992; Bhoola et al., 1992). São formadas em vários órgãos e 
podem ser detectadas em secreções (urina, saliva e suor, por 
exemplo), no fluido intersticial e no sangue.
Nas últimas décadas, os estudos e o conhecimento 
bioquímico do sistema calicreína-cininas têm aumentado 
drasticamente. Inúmeros estudos farmacológicos e bioquímicos 
têm demonstrado o envolvimento destas substâncias em processos 
fisiopatológiços, acompanhados de lesão tecidual ou de 
inflamação (Farmer e Burch, 1992; Dray e Perkins, 1993; 
Marceau, 1995) .
As cininas são formadas a partir dos cininogênios, _a2- 
globulinas de alto (626 aminoácidos (aa) , 88 a 120 KD) e de 
baixo pesos moleculares (409 aa, 50 a 68 KD) , ambas derivadas 
de um único gene (Hall, 1992; Margolius, 1995), por ação’ de 
ciiiinogenases. O principal local de síntese dos cininogênios é 
o fígado.
A cininogenase mais conhecida é a calicreína (Carretero e 
Scicli, 1991; Bhoola et al., 1992; Carretero et al., 1993a, b). 
Existem dois tipos de calicreínas, a plasmática e a tecidual. A 
calicreína plasmática é sintetizada no fígado e circula no 
sangue como um precursor inativo, é conhecida como pré-
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calicreina. A ativação do sistema calicreínas se dá através de 
estimulação fisiopatológica como, por exemplo, trauma tecidual, 
anóxia, inflamação ou pH baixo (Bathon e Proud, 1991). No 
plasma, a conversão da pré-calicreina para calicreina é 
catalisada pelo fator Hageman (Fator XII da cascata de 
coagulação). Por sua vez, a calicreina plasmática age sobre o 
cininogênio de alto peso molecular liberando a BÇ. De forma 
geral, a calicreina plasmática não .participam das reações de 
conversão do cininogênio de baixo peso molecular para formação 
da calidina. Estudos mostram que a calicreina tecidual libera a 
calidina dos cininogênios, tanto de alto como de baixo pesos 
moleculares (Bathon e Proud, 1991; Farmer e Burch, 1992).
Em humanos, a BK e a Lys-BK são as cininas que possuem 
papel fisiológico relevante. A BK exerce diversas ações, entre 
elas, cita-se a produção e a liberação de diversas substâncias 
químicas endógenas como prostanóides de diversos tipos 
celulares, citocinas (IL-1 e TNF de macrófagos), além do NO 
liberado das células endoteliais vasculares (Dray e Bevan, 
1993).
Através de ensaios biológicos, Regoli e Barabé propuseram 
em 1980, a classificação de receptores da BK em Bi e B2. Essas 
evidências foram baseadas, inicialmente, em estudos utilizando 
agonistas e antagonistas seletivos das cininas disponíveis e 
foram confirmados, posteriormente, através de estudos de 
binding e de clonagem molecular (McErchern et al, 1991; Hess 
et al., 1992; Mencke et al., 1994; MacNeil et al., 1995).
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A maioria das ações fisiológicas da BK são mediadas 
através da ativação de receptores do tipo B2, pelo qual 
eventos intracelulares como as vias da FLC, gerando 
diacilglicerol e do trifosfato de inositol, e da FLA2, 
produzindo PGs são ativados (Farmer e Burch, 1992) . Estes 
receptores são constitutivos, amplamente distribuídos no 
organismo, incluindo o sistema nervoso central (SNC) de animais 
de várias espécies (Hall, 1992). A ativação dos receptores B2 
possui um papel significante nos estágios iniciais da dor 
inflamatoria e durante a inflamação aguda e crônica (Lembeck et 
al., 1992). Antagonistas do receptor B2 da BK como o HOE 140 e 
NPC 17731, entre outros, são potentes em bloquear a 
hiperalgesia aguda, bem como diversos processos inflamatorios 
(Burch et al., 1990; Kyle et al., 1991).
Os receptores Bi estão restritos a alguns tecidos, como 
por exemplo a musculatura lisa vascular (arterial e venosa de 
coelho), sendo que muitas vezes coexistem com os receptores B2. 
Os receptores Bi também foram identificados em culturas de 
distintos tipos de células e em diversos tecidos de ratos, 
camundongos, suínos, bovinos e humanos (Boschcvov et al, 1984; 
Deblois e Marceau, 1987; Hall, 1992; Marceau, 1995). A des- 
Arg9-BK e a des-Arg10-BK são os agonistas seletivos do receptor 
Bi, sendo mais potentes que a BK (Marceau, 1995) . Mais 
recentemente, a importância deste receptor, que seria induzido 
em vários estados patológicos, tem sido enfatizada, uma vez que 
parece ser pouco freqüente a ocorrência da sua forma 
constitutiva. Admite-se, com raras exceções, que o receptor Bi
seja : induzido, em .condições patológicas, como por exemplo, 
durante a inflamação crônica, lesão tecidual e .em estados de 
hiperalgesia (Dray e Perkins, 1993; Perkins e Kelly, 1993; 
Cruwys et al., 1994; Davis e Perkins, 1994a). Por exemplo, em 
ratos, a injeção de adjuvante de Freund completo na articulação 
do joelho resulta em hiperalgesia. três dias após, o qual é 
inibida por antagonista do receptor Bx (des-Arg9-Leu8-BK) . Neste 
modelo, os sitios destes receptores ainda não são bem 
conhecidos, mas admite-se que eles possam ser induzidos- em 
terminações nervosas sensoriais ou em outras células do 
processo inflamatorio (Cruwys et al., 1994). Parece que a 
produção local de citocinas pode estar envolvida na expressão 
destes receptores durante a inflamação. Validando estes 
resultados, tem sido também demonstrado que a injeção 
intraplantar ou intra-articular de IL-1 induz hiperalgesia, que 
é exacerbada com a administração de des-Arg9-BK e atenuada pela 
des-Arg9-Leu8-BK (Dray e Bevan, 1993). A existência de subtipos 
de receptores Bx descritos principalmente em estados 
patológicos tem sido sugerida por alguns (Farmer e Burch, 1992) 
e questionada por outros (Marceau, 1995) .
1.1.3 Óxido Nítrico
Outro mediador do processo inflamatório é o NO. A 
demonètração em 1988, por Palmer et al., de que o NO gerado 
pelas células endoteliais vasculares era um dos fatores de 
relaxamento endotelial, resultou em grande avanço em diversas 
áreas da ciência básica (Moneada, 1992; Moneada e Palmer, 1992;
Billiar, 1995; Kerwin et al., 1995). Atualmente, o NO é também 
reconhecido como um importante mediador • do processo 
inflamatorio (Lowenstein et al., 1994; Billiar, 1995; Kerwin et 
al., 1995).
No endotélio vascular, o NO gerado a partir da reação de 
conversão do aa L-arginina para L-citrulina, sob ação da N0- 
sintase difunde-se para o citoplasma da célula da musculatura 
lisa vascular estimulando a guanilato-ciclase solúvel. 0 efeito 
biológico final desta seqüência de eventos é o relaxamento 
(Moneada, 1992; Moneada e Palmer, 1992). A geração de NO tem 
sido caracterizada em muitos outros tecidos, incluindo 
plaquetas, adrenal, hepatócitos, células de Kupffer e do 
pulmão, entre outras (Moneada e Palmer, 1992; Nussler e 
Billiar, 1993; Moneada e Higgs, 1993).
Da mesma forma que os produtos metabólicos da via da COX, 
atualmente é reconhecida a participação do NO tanto em estados 
fisiológicos como patológicos. Pelo menos três enzimas do tipo 
NO-sintase que têm alta homologia com a citocromo P-450 
redutase têm sido reconhecidas e são expressas por genes 
distintos (Billiar, 1995; Kerwin et al., 1995). De forma 
semelhante à COX, a NO-sintase pode ser constitutiva ou 
induzida. A NO-sintase induzida expressa em macrófagos, 
monócitos, hepatócitos e condrócitos ativados, entre outros, 
está associada com processos inflamatórios e é responsável por 
muitos eventos nesta reação. Já a NO-sintase constitutiva foi 
caracterizada no endotélio vascular e em células nervosas. Um 
mecanismo pelo qual o NO pode exercer efeito inflamatório, é
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através do aumento da produção de prostaglandinas (Salvemini, 
et al., 1993; Davidge et al., 1995). Foi demonstrado que 
inibidores da NO-sintase diminuem a produção de PGs bem como 
de nitratos em cultura de macrófagos de fígado (Stadler et al., 
1993) . Nestas condições, a NO-sintase aumenta a produção de PGs 
pela ativação direta da COX-2. Isto sugere que a produção local 
de NO no sítio da inflamação poderia amplificar a resposta 
inflamatoria pelo aumento da atividade da COX-2 e subseqüente 
incremento da produção de PGs. Tem sido também demonstrado que 
o NO apresenta atividade antimicrobiana bem como efeito 
citostático em células tumorais cultivadas com macrófagos 
ativados (Moneada e Higgs, 1993; Nusller e Billiar, 1993).
1.1.4 Citocinas
As citocinas, nome genérico de outro grupo de mediadores 
do processo inflamatorio, são proteínas formadas em quase 
todas as células eucarióticas (Luger e Schwarz, 1995). 
Participam tanto do processo de hemostasia como também estão 
envolvidas em alguns estados patológicos. As citocinas agem via 
receptor específico na superfície celular, possuem múltiplas 
atividades, dentre elas, influenciar a expressão de seus 
próprios receptores e afetar a função celular via sinergismo, 
adição ou antagonismo (Oppenheim et al., 1991).
Fazem parte da família das citocinas as ILs, as 
quemocinas, os IFN, os TNF, fatores estimulantes de colônia 
(CSF) e fatores estimuladores ou inibidores do crescimento
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(Luger e Schwarz, 1995). De um modo geral, todas as células 
sangüíneas envolvidas com o processo inflamatorio adquirem a 
capacidade quando ativadas, de gerar um grande número de 
citocinas como mostra a tabela 2.
Pelo menos duas citocinas parecem ser importantes 
mediadores da inflamação: IL-1 e TNF. Ambas induzem o mesmo 
espectro de efeitos biológicos, em particular nas fases agudas 
da inflamação, além de agirem sinergicamente. As suas ações 
mais importantes na inflamação são os efeitos locais, como por 
exemplo sobre o endotélio vascular onde estimulam a síntese de 
moléculas de adesão e a expressão da NO-sintase induzida e da 
COX-2, além de induzir a produção de outros mediadores como o 
PAF-acéter. Tanto a IL-1 como o TNF são responsáveis pelas 
respostas sistêmicas da fase aguda do processo inflamatorio 
associadas com infecção ou lesão, incluindo febre, proteínas 
hepáticas de fase aguda, a quimiotaxia de neutrófilos, a 
liberação de hormônio corticotrófico e de corticosteróides 
(Cotran et al., 1991). 0 TNF particularmente tem sido 
relacionado na fisiopatologia do choque séptico (Abbas et al., 
1991b; Lukács et al., 1995). Já as citocinas do grupo dos 
fatores de crescimento são importantes para estimular a 
proliferação de fibroblastos envolvidos no processo de 
reparação tecidual.
As quemocinas compreendem uma família de citocinas com 
ação quimiotática e pró-inflamatória caracterizada pela 
presença na sua molécula de quatro cisteínas. A ativação e
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capacidade quimiotática das quemocinas do grupo C-C parecem 
desempenhar papel principal no acúmulo de mediadores no sítio 
do processo inflamatorio, particularmente nas doenças 
alérgicas. Constituem exemplos deste grupo, as proteínas 
quimiotáticas de monócitos (MCP-1 e MCP-3) e de basófilos. 
Entre os seus efeitos, cita-se a liberação de histamina pelos 
basófilos e mastócitos. As quemocinas do grupo RANTES 
(regulated on activation, normal T expressed, and secreted) são 
quimiotáticas para basófilos e eosinófilos. Outro membro deste 
grupo é a família C-X-C que exerce efeito quimiotático para 
neutrófilos e inclue a IL-8 e o produto gênico relacionado a
Tabela 2 - Citocinas liberadas por células que participam do 
processo inflamatorio.
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CÉLULAS CITOCINAS
BASÓFILOS IL-4, GMCSF, IL-5, TNFa, IL-3, MIP-1-a, MIP -lp, IL-6, 
IL-1, IL-8, IL-1 a, TGF-P, IL-6, GMCSF, IL-3, TGF-a
EOSINÓFILOS IL-1 a, TGF-P, IL-6, GMCSF, IL-3, TGF-a
LINFÓCITOS B TNF-a, TNF-p, IL-1, IL-4, IL-6, GM-CSF, IL-5, IFN-X
LINFÓCITOS T ATIVADOS TNF-P, IL-3., IL-6, IL-13, HMWBCGF, IL-4, MIP-la,
RANTES, TNF-a, LIF, OSM, IFN-k, IL-3, GMCSF 
MCSF, TNF-a, TNF-p,TNF-a, TNF-P, IL-1, IL-4, IL-6, GM­
CSF, IL-5, IFN-A., IFN-X, IL-3, GMCSF, MCSF, TNF-a, TNF-p
MACRÓFAGOS PDGF, TGF-P, IL-10, 1L-12, MCSF, IL-1, GMCSF, GCSF, TNF- 
a, IL-6, IL-8, IFN-a, HBEGF, FGF basic, TGF-a, GRO-a, 
MIP-la, VEGF, NGF, LIF, OSM, TNF-a, TNF-P, IFN-X, IL-2
MASTÓCITOS IL-4, GMCSF, IL-5, TNF-a, IL-3, MIP-1-a, MIP -ip, IL-6, 
IL-1, IL-8, IL-1 a, TGF-p, IL-6, GMCSF, IL-3, TGF-a
NEUTRÓFILOS IL-la, IL-ip, GMCSF, MCSF, IL-6, IL-8, IL-lra, IFN-a, 
GCSF, PAF, TNF-a, GRO-a
PLAQUETAS PDGF, TGF-P, EGF, ,RANTES, IL-1,HGF, GRO-a, PDECGF
Vide texto e lista de abreviações para compreensão das siglas.
atividade e crescimento de melanoma (MGSA/GRO) (Luger e 
Schuwarz, 1995).
1.1.5 Taquicininas
As taquicininas constituem uma familia de pequenos 
peptídeos que apresentam a mesma seqüência C-terminal: Phe-X- 
Gly-Leu-MetNH2. São conhecidos três peptídeos desta família: a 
neurocinina A (NKA) , a neurocinina B (NKB) e a substância P 
(SP) . Este último peptídeo, por ter sido o primeiro a ser 
identificado, é o mais conhecido e também o mais estudado.
Estudos imuno-histológicos sugerem que.a SP e a NKA estão 
localizadas em terminações nervosas sensoriais tanto do SNC 
como do periférico, dos tratos gastrintestinal e geniturinário, 
glândula adrenal, da pele, como dos sistemas músculo- 
esquelético, circulatório e respiratório (musculatura lisa e 
epitélio) (Lundberg e Saria, 1987). A SP e a NKA liberadas das 
terminações nervosas sensoriais induzem a uma variedade de 
respostas, incluindo o aumento da permeabilidade vascular 
(Otsuka e Yoshioka, 1993) e agem também como potentes indutores 
da secreção de muco. As taquicininas podem também mediar o 
funcionamento do sistema imunológico através da liberação de 
citocinas, agindo diretamente nos linfócitos.
As taquicininas, particularmente a SP, foram 
identificadas, em 1931, por Von Euler e Gaddum, em extratos de 
cérebro e intestino de equinos. Posteriormente, isolou-se este 
mesmo peptídio em animais de outras espécies não pertencentes à 
família dos mamíferos. Em 1953, Lembeck propôs o possível papel
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da SP como um neurotransmissor e mais tarde, Takahashi et al. 
(1974) propuseram a sua participação na inflamação 
neurogênica. Na década de setenta foi demonstrado que a SP é 
um neuropeptídeo distribuido tanto no SNC como no periférico 
(Hokfelt et al., 1975a, b).
Très receptores taquicinérgicos foram recentemente 
clonados. Estes receptores ultrapassam sete vezes a membrana 
celular e estão acoplados à proteína G. São denominados de NKi, 
NK2 e NK3. Do ponto de vista farmacológico e bioquímico, a 
caracterização de receptores taquicinérgicos tem sido 
facilitada, mais recentemente, pelo surgimento de agonistas e 
antagonistas peptídicos e não peptídicos seletivos (Regoli, et 
al., 1987/ Naaknish, 1991; Joos, et al., 1995; Patacchini e 
Maggi, 1995).
0 receptor NKX foi identificado nos SNC e periférico de 
animais de várias espécies (Otsuka e Yoshioka, 1993). Em nível 
de sistema nervoso periférico, o receptor NKi medeia muitos 
eventos importantes como a vasodilatação, aumento da 
permeabilidade capilar, estimulação de secreções salivares e 
das vias aéreas e a contração da musculatura lisa (Ujiie et 
al., 1993).
0 receptor NK2 é encontrado principalmente no sistema 
nervoso periférico e especialmente na musculatura lisa dos 
tratos respiratório, gastrintestinal e urinário. Entre os 
efeitos taquicinérgicos, envolvendo os receptores do tipo NK2, 
incluem a facilitação da liberação de transmissores e a 
excitação neuronal em vias nervosas eferentes de rato (Lee et
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al., 1982), vias aéreas de coelho (Belvisi et al., 1994) e a 
estimulação de certas células como os macrófagos alveolares de 
cobaia (Brunelleschi et al., 1990). Estudos mostram que os 
- receptores NK2 também estão presentes no SNC, principalmente no 
núcleo talâmico, lâminas III e VI das regiões frontal do córtex 
e no hipotálamo (Hagan e Mclean, 1993).
Os receptores do tipo NK3 têm sido demonstrados no SNC e 
trato gastrintestinal (Tsuchida et al., 1990). Resposta 
funcional aos seus agonistas seletivos tem sido detectada em 
preparações isoladas de musculaturas lisas circulares de íleo e 
de cólon de cobaia onde produzem contração e relaxamento 
através da liberação de vários mediadores (Laufer et al., 1986, 
1988; Maggi et al., 1993b). Resposta contrátil aos agonistas 
seletivos deste receptor também foi descrita na musculatura 
lisa da veia porta (Mastrangelo et al., 1987) e no útero de 
rata (Barr et al., 1991). No SNC, os receptores NK3 são 
encontrados em grande quantidade, coexistindo com os subtipos 
NKi e NK2 (Tsuchida et al., 1990) . No SNC, o receptor NK3 foi 
identificado no córtex frontoparietal (lâminas IV e V), núcleos 
solitário e interpenducular e área tegmental ventral. Na medula 
espinhal, os receptores NK3 estão restritos à região do corno 
dorsal (Otsuka e Yoshioka, 1993).
Várias evidências têm mostrado que as taquicininas 
liberadas de terminais nervosos periféricos possuem papel 
importante na inflamação (Geppetti et al., 1995). Estudos 
mostram que a SP, quando injetada na pele humana produz calor, 
rubor, dor e inchaço. Na pele de rato, a SP induz vasodilatação
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mediada por receptores do tipo NKi (Maggi, 1995). Em condições 
experimentais, foi demonstrado que a SP causa a vasodilatação, 
via mecanismo dependente do endotélio vascular. Além disso, 
tanto a SP como a estimulação nervosa na superficie dérmica, em 
ratos, induzem a um aumento da permeabilidade pós-capilar 
(Kowalski e Kaliner, 1988). No coelho, a aplicação local de SP 
na microvasculatura muscular esquelética promove vasodilatação, 
agregação plaquetária e de leucócitos (Õhlen et al., 1989). 
Este neurotransmissor também promove aumento da atividade 
fagocitica de macrófagos de suinos e da liberação de enzimas 
lisossomais, de ânions superóxidos e de metabólitos do AA 
(Hartüng et al., 1986).
Antagonistas taquicinérgicos têm sido testados em vários 
modelos animais de inflamação, incluindo a asma brônquica e a 
hiperresponsividade brônquica (Sakamoto et al., 1993; Joos et 
al., 1995). Estudos realizados nas vias aéreas de diversos 
animais têm demonstrado a participação de receptores NKi e NK2 
na secreção de muco, fluido microvascular, vasodilatação e 
principalmente efeitos inibitórios em células inflamatórias 
(Frossard e Advenier, 1991; Maggi et al., 1993'a; Maggi, 1995; 
Geppetti et al., 1995). Na broncoconstrição induzida pelas 
taquicininas em cobaia prevalecem os efeitos mediados pelo 
receptor do tipo NK2 em relação ao NKi (Hirayama et al, 1993) , 
enquanto que na exsudação em outros roedores predomina a 
ativação do NK1 (Abelli et al., 1991; Sakamoto et al., 1993). 
Outros efeitos como o aumento da permeabilidade vascular da 
traquéia por salina hipertónica em ratos (Piedimonte et al.,
1993), broncoconstrição e tosse induzida experimentalmente pelo 
ácido cítrico predominam a ativação do receptor NK2 (Satoch et 
al, 1992; Advenier et al., 1993).
1.2 INFLAMAÇÃO NEUROGÊNICA
Lewis, em 1937, definiu a inflamação neurogênica como 
sendo uma defesa endógena potente que ocorreria na fase recente 
da lesão tecidual. Este conceito é baseado em evidências de que 
a estimulação de pequenos neurônios aferentes produz sintomas 
similares àqueles presentes durante a inflamação como 
vasodilatação, edema, acúmulo e agregação plaquetária e 
ativação de células do tipo mastócitos (Lembeck e Holzer, 1979; 
Kowalski e Kaliner, 1988; Dimitriadou et al., 1992). Nesta 
condição, existe uma interação complexa entre as terminações 
nervosas e outros tipos celulares, alguns residentes, outros 
invasores, além de células do sistema imune.
Admite-se que as terminações nervosas sensoriais finas 
(fibras do tipo C e do tipo A§) pode ser estimulada por 
diversos agentes flogísticos ou por substâncias químicas 
geradas pelo tecido agredido. A ativação destas terminações 
nervosas aferentes induz reflexo axonal e, posteriormente, 
liberação de neuropeptídeos como a SP, NKA e o CGRP (Geppetti 
et al., 1995). Esses neuropeptídeos, por sua vez, mudam a 
excitabilidade de terminais nervosos sensoriais e de fibras 
simpáticas pós-ganglionares. Eles também ativam células do 
sistema imune, alteram o fluxo sangüíneo e induzem a liberação 
de substâncias ativas através do extravasamento plasmático.
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Atualmente, muitos tipos de inflamação neurogênica, os quais 
estão intimamente relacionados com a neurotransmissão, são 
reconhecidos, citando-se entre eles a enxaqueca, a asma 
brônquica e a rinite alérgica (Shelhamer et al., 1995). Nestas 
condições, além da reação vasomotora (calor e rubor, dilatação 
arteriolar) no local lesado, ocorre também uma inflamação 
crônica (Colpaert et al., 1983; Basbaum e Levine, 1991).
A inflamação neurogênica não pode ser vista como um 
processo isolado, mas incluido na seqüencia de eventos da 
reação inflamatoria e vias de reflexo neuronal (Donnerer et 
al., 1991; Donnerer e Amann, 1993). Portanto, a partir do 
conhecimento que a inflamação está freqüentemente associada com 
dor e hiperalgesia é fácil reconhecer que alguns dos 
neurotransmissores são capazes• de ativar terminações nervosas 
nociceptivas direta ou indiretamente. Tem sido demonstrado 
experimentalmente que a administração sistêmica de taquicininas 
reproduz algumas dessas alterações. A vasodilatação induzida 
por estes peptideos é observada primariamente em vénulas pós- 
capilares (Dimitriadou et al., 1992). Por sua vez, a 
estimulação elétrica do gânglio trigêmeo de rato, ao liberar 
taquicininas, induz o extravasamento plasmático e a 
degranulação de mastócitos. Ambos os efeitos são abolidos com o 
tratamento prévio com capsaicina (Markowitz et al., 1987). Além 
disso, a aspirina e a indometacina também bloqueiam o 
extravasamento plasmático mediado pelas taquicininas (Otsuka e 
Yoshioka, 1993). 0 conjunto destas evidências sugere a
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participação de mediadores liberados das terminações nervosas 
no processo inflamatório.
1.2.1 Asma brônquica como exemplo de inflamação nexxcogênica
Conforme comentado anteriormente, a inflamação neurogênica 
pode ser considerada um componente importante nas doenças do 
trato respiratório. Sabe-se que a inflamação das vias aéreas, 
causando secreção excessiva e/ou obstrução, afetam uma 
proporção considerável da população. Estas doenças incluem: 
asma, bronquite, bronquiectasia, rinite e fibrose cistica, 
entre outras.
A asma brônquica é uma doença inflamatória das vias 
aéreas, que determina uma obstrução significativa do fluxo aéreo. 
Estima-se nos paises do Primeiro Mundo que a incidência desta 
doença seja em torno de 10% (Schlosberg et al., 1993). Nos 
últimos anos, tem-se observado um aumento crescente da 
prevalência e severidade desta doença, o que é comprovado pelos 
altos indices de mortalidade nos anos oitenta (Burney, 1986; 
Fleming e Crombie, 1987; Crane et al., 1989; Spitzer et al,, 
1992). Nos Estados Unidos, é a principal causa de internação 
infantil (Meltzer et al., 1992). Estes dados têm preocupado as 
autoridades da saúde de diversos paises e parece estar ocorrendo 
a despeito do aumento da prescrição de medicamentos para o seu 
tratamento, sugerindo que a terapia disponível não é ainda a mais 
adequada (Sociedade Torácica Britânica, 1990a, b; Consenso 
Internacional patrocinado pelo Instituto Nacional de Saúde: NIH, 
1992) .
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De acordo com a Sociedade Torácica Britânica (1990a, b) e 
o Consenso Internacional sobre Asma Brônquica (NIH-USA, 1992) , a 
asma brônquica é definida como uma doença inflamatória crônica e 
persistente das vias aéreas caracterizada por exacerbações 
expressas por tosse, sibilos, rigidez torácica e dificuldade 
respiratória, geralmente de caráter reversível, podendo 
apresentar diferentes graus de severidade e algumas vezes ser 
fatal. Na mesma publicação, o Instituto Nacional de Saúde 
Americano conceitua operacionalmente a asma brônquica como nma 
doença inflamatória crônica das vias aéreas, onde participam 
vários tipo celulares, incluindo mastócitos e eosinófilos. 
Associado, ocorre aumento da reatividade das vias aéreas. Este 
processo inflamatório ocorre mesmo nos casos considerados leves 
da doença.
A etiologia desta doença parece ser complexa, mas não se 
descarta a participação de fatores ambientais e/ou genéticos. 
Além da participação de células inflamatórias (eosinófilos, 
neutrófilos, mastócitos, etc), outros fatores como mecanismos 
neurais colinérgicos, adrenérgicos, terminações nervosas do 
sistema não adrenérgico não colinérgico (sistema NANC) juntamente 
com a presença de uma disfunção ou lesão do epitélio brônquico 
parecem exercer papel importante na instalação e manutenção do 
processo inflamatório nas vias aéreas (Corrigan e Kay, 1992; 
Davies e Devalia, 1992; Sears, 1993). Assim, mediadores 
inflamatórios podem modular ou facilitar a liberação de 
neurotransmis sores das vias aéreas por atuarem em nível de 
receptores pré-juncionais ou pós-sinápticos. Similarmente,
mecanismos neurais podem contribuir para a reação inflamatoria na 
parede do vaso, sendo que o conceito de inflamação neurogênica 
que é descrito na pele e no trato gastrintestinal também pode ser 
transferido para o pulmão e bronquios (Dray e Bevan, 1993).
Vale ressaltar que o sistema nervoso NñNC não é urna 
população isolada de fibras nervosas, sendo que esta forma de 
inervação esta localizada geralmente na mesma topografia dos 
sistemas nervosos colinérgicos e adrenérgicos, e seus efeitos são 
mediados pela liberação de co-transmissores dos nervos simpáticos 
e parassimpáticos. Pode ocorrer, portanto, aumento da 
broncoconstrição reflexa devido à estimulação de receptores 
sensoriais nas vias aéreas pelos mediadores do processo 
inflamatorio. Neste sentido, tem sido demonstrado que vários 
mediadores tipo histamina, PGs e BK, entre outros, estimulam os 
receptores sensoriais das vias aéreas (Geppetti et al., 1995) e é 
possivel que estes estímulos sejam amplificados na presença de 
disfunção ou de lesão epitelial. Desta forma, nestes pacientes é 
comum observar aumento da reatividade colinérgica devido à 
estimulação neural por TXs, PGD2 e taquicininas que facilitam a 
liberação da acetilcolina das terminações nervosas pós- 
glanglionares das vias aéreas. A facilitação da transmissão 
neuronal pode também ocorrer em nivel ganglionar, pois estas 
estruturas, no processo inflamatório, podem estar circundadas de 
células inflamatórias, ocorrendo o mesmo nos casos de 
sensibilização por antigeno.
0 reconhecimento formal do processo inflamatório como peça 
chave na fisiopatogenia desta doença reforçou nos últimos anos o
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uso de antiinflamatórios como forma mais adequada de terapia dos 
casos classificados como moderados e severos. Paralelamente, a 
industria farmacéutica foi estimulada a procurar novos 
medicamentos para o tratamento desta doença (Shrodin, 1993; 
Chanarin e Johnston, 1994).
Além da participação inequívoca de células inflamatorias, 
há varias evidências de que o controle neural das vias aéreas 
está comprometido na asma brônquíca e que estas alterações 
certamente contribuem para a sua fisiopatogenia (Pretolani e 
Vargaftig, 1993) . Os nervos autonômicos regulam muitos aspectos 
da função do trato respiratório e os neurotransmissores liberados 
influenciam o tônus muscular, secreção das vias aéreas, fluxo 
sangüíneo, permeabilidade microvascular, migração e liberação de 
células inflamatórias, entre outros.
É reconhecido de longa data que os nervos colinérgicos 
constituem a inervação predominante das vias aéreas. Pelo menos 
três tipos de receptores muscarínicos são reconhecidos 
farmacológicamente (Mi, M2 e M3), embora cinco receptores já 
tenham sido clonados (Bonner, 1989). Estudos de auto-radiografia 
têm demonstrado que os receptores muscarínicos estão 
diferentemente distribuídos nas vias aéreas do homem. 0 receptor 
do tipo Mi (excitatório) está presente no ganglio parassimpático 
e é inibido pela pirenzepina. A função destes receptores Mi na 
regulação do tônus das vias aéreas não está determinada, mas 
parece ter importância na regulação lenta da transmissão 
ganglionar, enquanto o receptor nicotínico estaria mais envolvido 
na neurotransmissão rápida (Oates et al., 1988).
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O receptor M2 tem função de autoreceptor, tendo sido 
demonstrado nas terminações nervosas colinérgicas' de bronquios 
humanos. Estes receptores pré-juncionais medeiam o fluxo de 
acetilcolina. Em individuos asmáticos parece haver uma disfunção 
destes auto-receptores. Os receptores M2 podem ser destruidos por 
oxidantes ou produtos do processo inflamatório (Oates et al., 
1988). Há evidências de que o virus da influenza determina 
destruição do receptor M2 (perda dos resíduos do ácido siálico) 
(Jacoby e Fryer, 1990) . Este seria um mecanismo que contribuiria 
para a hiperreatividade brônquica após infecção viral das vias 
aéreas (Folkerts e Nijkamp, 1995). Na musculatura lisa brônquica 
estão localizados os receptores do tipo M3. Drogas 
anticolinérgicas tipo atropina e brometo de ipratropium bloqueiam 
tanto os receptores pré-juncionais como os da musculatura lisa 
brônquica e, portanto, determinam aumento da liberação de 
acetilcolina. Desta forma, apenas drogas seletivas para atuar em 
nível dos receptores Mx e M3 é que teriam potencial terapêutico.
É de longa data reconhecido o efeito benéfico dos 
agonistas p-adrenérgicos no alívio dos sintomas de bronco- 
constrição, sendo bastante razoável, em virtude disto, sugerir um 
defeito na função do receptor p-adrenérgico. Os mecanismos 
adrenérgicos envolvidos seriam nervos simpáticos, catecolaminas 
circulantes e receptores adrenérgicos do tipo a e p. Os nervos 
adrenérgicos, entretanto, não controlam diretamente a musculatura 
lisa brônquica, mas influenciam a neurotransmissão colinérgica 
via receptores pré-juncionais adrenérgicos a e P (Nelson, 1995).
A estimulação dos receptores (5-adrenérgicos no músculo liso 
brônquico é feita pela adrenalina liberada pela medula adrenal. 
Não há evidências experimentais, todavia, de que a 
neurotransmissão adrenérgica esteja alterada, mas é possivel que 
a histamina e outros mediadores inflamatórios possam alterar a 
liberação de catecolaminas das terminações adrenérgicas, 
principalmente durante o exercicio e estímulo com ar frio e seco 
(Barnes, 1989). Por sua vez, a possibilidade de alteração a nível 
do receptor |3-adr enérgico na asma tem sido extensivamente 
investigada. Alguns estudos têm demonstrado que a musculatura 
lisa de indivíduos asmáticos não responde adequadamente ao 
isoproterenol, sugerindo um defeito em nível deste receptor. Esta 
alteração poderia resultar tanto de uma diminuição do número ou 
da sensibilidade de receptores p-adrenérgico como de um defeito 
no acoplamento ou nas vias bioquímicas que se seguem a ativação 
deste. Nos poucos estudos realizados com pacientes asmáticos 
verificou-se, porém, que a densidade e a sensibilidade destes 
receptores estavam normais (Holgate, 1986).
A única via neural relaxante das vias aéreas é exercida 
pelo sistema nervoso NANC através de seus neurotransmissores 
inibitórios como o peptídio intestinal vasoativo (VIP) e o NO. 
Admite-se que a diminuição da síntese do NO resulta em resposta 
colinérgica exagerada, indicando que este neurotransmissor exerce 
um efeito inibitório (Jorens et al., 1993). Além disso, a 
metabolização do NO ou VIP pode ser acelerada pela presença de
radicais livres liberados das células inflamatorias, o que 
contribuiria para uma resposta colinérgica acentuada.
Outra possível anormalidade que não está descartada na 
asma brônquica é um aumento da atividade excitatória do sistema 
nervoso NANC, através da liberação de SP e NKA. Devido à perda 
da barreira epitelial, estas fibras podem ficar expostas na luz 
do brônquio, o que facilita a sua estimulação (Aalbers et al., 
1993). Além disso, as taquicininas são degradadas 
predominantemente pela endopeptidase neutra que está localizada 
no epitélio. A disfunção ou lesão do epitélio, portanto, aumenta 
a resposta contrátil da musculatura lisa às taquicininas, 
contribuindo para o espasmo brônquico dos pacientes asmáticos. Há 
evidências de aumento da imunorreatividade à SP em biópsias 
obtidas de tecido do trato respiratório de pacientes asmáticos. 
Isto poderia resultar da inflamação crônica onde a produção de 
citocinas, tipo fatores de crescimento, seeriam liberadas das 
células inflamatórias, resultando em proliferação das terminações 
nervosas sensoriais nas vias aéreas (Corrigan e Kay, 1992). Além 
disso, alternativamente, mediadores inflamatorios podem estimular 
o aumento da síntese e a liberação de taquicininas nos neurônios 
sensoriais. Estas evidências indicam que, através das terminações 
nervosas expostas pela lesão epitelial, haveria amplificação do 
processo inflamatorio. Portanto, drogas que controlariam a 
inflamação neurogênica poderiam também contribuir para a 
terapêutica do paciente asmático (Chanarin e Johnston, 1994; 
Manzini, 1994).
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Do ponto de vista clinico, a expressão do processo 
inflamatorio nas vias aéreas é bastante variada. De um modo 
geral, em indivíduos asmáticos, a exposição aguda a um alergeno é 
seguida do aumento imediato (10-15 min após) da resistência das 
vias aéreas, revertendo para o padrão normal dentro de 1 h. Este 
padrão de resposta é análogo ao observado nas reações pulmonares 
que ocorrem em animais sensibilizados e expostos ao antígeno 
(Herxheimer, 1952). Entretanto, uma observação mais detalhada e 
prolongada desta resposta aumentada das vias aéreas permite 
identificar três padrões de reatividade brônquica, os quais podem 
ser expressos ou detectados isoladamente ou combinados em um 
mesmo paciente. Inicialmente, observa-se uma resposta isolada 
aguda e transitória (10-15 min), seguida de outra de duração mais 
prolongada que é evidente após 1 a 3 h da exposição ao alergeno 
ou apenas uma reação tardia (1-3 h) sem evidência da fase precoce 
(Herxheimer, 1952). A fase tardia de ■resposta ao alergeno é 
distinta da precoce não apenas com base no tempo de duração e 
tipos de mecanismos envolvidos, mas é reconhecida clinicamente 
pela incapacidade de ser revertida por medicamentos 
broncodilatores tipo agonistas p2-adrenérgicos e responder de 
forma positiva ao tratamento com antiinflamatórios do grupo dos 
corticosteróides (Spitzer et al., 1992).
O efeito das drogas antiasmáticas para o tratamento destas 
fases serve para ilustrar as características distintas de cada 
uma na expressão do processo inflamatorio. Assim, agonistas |32- 
adrenérgicos tipo salbutamol, fenoterol e terbutalina previnem o 
bronco-espasmo agudo, sem interferir na fase tardia (Cockcroft e
Murdock, 1986) . Já o uso agudo de corticóide e de teofilina não 
interfere na primeira resposta, mas inibe completamente a segunda 
fase (Pauwels, 1989; Cresciolli et al., 1991; Breslin, 1993; 
Milgrom, 1993; Milgrom e Bender, 1993).
0 termo hiperreatividade brônquica refere-se à resposta 
broncoconstritora exagerada que individuos asmáticos podem 
apresentar à inalação de diferentes agentes tipo carbacol ou 
histamina, por exemplo. Do ponto de vista clinico, a 
hiperreatividade é reconhecida através dos episodios de tosse, 
sibilos e dispnéia em resposta à exposição a poluentes aéreos, ar 
frio ou outras substâncias que são inaladas. 0 grau de 
hiperreatividade em geral se correlaciona diretamente com a 
severidade da doença e necessidade de um tratamento medicamentoso 
mais agressivo (Pueringer e Hunninghakae, 1992). Medidas 
objetivas da hiperreatividade na clinica são feitas através da 
administração por via inalatória de antigenos conhecidos ou de 
histamina ou a metacolina (carbacol) (Hargreave et al. 1981), 
realizando-se medidas padronizadas do fluxo respiratório antes, 
durante e após o procedimento. Em individuos normais, a curva 
dose-resposta à acetilcolina ou metacolina é do tipo sigmóide; já 
em asmáticos, a curva está desviada à esquerda e não é auto- 
1imitada.
Esforços têm sido feitos na tentativa de melhor estudar a 
asma brônquica, tendo em vista que não existem modelos 
adequados que reproduzam esta doença em animais de laboratório. 
Do ponto de vista experimental, a manifestação destas diferentes 
fases do processo inflamatório pode ser estudada em animais de
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laboratorio através da medida da resistência das vias aéreas ou 
do influxo de células inflamatorias para a luz brônquica pela 
técnica do lavado brônquico após exposição inalatória a 
diferentes compostos ou antígenos.
Com base nos conhecimentos acima, recentes trabalhos têm 
trazido novos conceitos a respeito do desencadeamento do 
processo inflamatório nas vias aéreas (Goldstein et al., 1994). 
Acredita-se que, certamente, a participação de citocinas, 
infecções virais e diversos mediadores inflamatórios tem um 
papel importante na modulação da inflamação aguda e crônica 
deste local (Shelhamer et al., 1995). Em decorrência destes 
estudos, tem sido demonstrado que a obstrução persistente das 
vias aéreas está intimamente associada à manutenção da 
inflamação (Shelhamer et al., 1995), o que resultou em mudanças 
drásticas na terapia desta doença nos últimos tempos.
Vale ressaltar que o uso de agonistas j32-adrenérgicos 
seletivos (salbutamol, terbutalina, fenoterol) tem sido 
incriminado no aumento da morbidade e mortalidade observados nos 
últimos anos desta doença. Vários autores têm chamado a atenção 
para o aumento da reatividade das vias aéreas durante o uso deste 
medicamento (Sears et al,, 1990; Nelson et al., 1991, Pauwels, 
1993), enquanto outros agentes antiinflamatórios, incluindo a 
teofilina, o corticóide e o cromoglicato de sódio tendem a 
atenuar ou inibir esta resposta {Schlosberg et al., 1993; 
Shrodin, 1993, Sullivan et al., 1994).
No futuro, o entendimento dos mecanismos moleculares 
relacionados à fisiopatogenia desta doença certamente
42
contribuirá para o desenvolvimento de novas terapias capazes de 
agir em eventos específicos do processo inflamatório nas vias 
aéreas.
1.3 MODELOS DE INFLAMAÇÃO
Diversos modelos de inflamação, utilizando animais de 
diferentes espécies, têm sido utilizados para avaliar as drogas 
usadas no tratamento de doenças inflamatórias. Isto se deve ao 
fato que apesar da maioria das reações inflamatórias apresentar 
características comuns, sua etiologia e manifestações clínicas 
diferem significativamente, necessitando, portanto, de modelos 
específicos que reproduzam as suas características básicas. 
Desta forma é fácil compreender também porque o tratamento de 
doenças inflamatórias é bastante diversificado.
Esforços têm sido realizados no sentido de se identificar 
modelos experimentais apropriados para cada tipo de reação 
inflamatória como asma brônquica, artrite reumatóide e 
retocolite ulcerativa, entre outros. Protocolos experimentais 
onde o processo inflamatório é induzido agudamente têm sido 
utilizados para estudos desta reação abordando, entre outros, a 
participação de mediadores químicos, diferentes tipos 
celulares, além de possibilitar o screening de drogas com 
potencial antiinflamatório. Entre eles cita-se: pleurisia, 
indução de edema de pata, bolsa de ar no dorso, artrite e 
implantes de esponjas embebidas com agentes irritantes no 
subcutâneo (Sedgwick e Willoughby, 1989). No entanto, a 
limitação destas técnicas se deve tanto à dificuldade de
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manipulação durante a indução inflamatória quanto a da 
quantificação dos parâmetros envolvidos (edema, número de 
células acumuladas no sítio inflamatório, extravasamento de 
proteínas, etc). Entre as espécies animais, o rato e o 
camundongo e mais recentemente o coelho têm sido utilizados 
para estudos farmacológicos do processo inflamatório. No 
entanto, uma análise bioquímica mais detalhada acerca dos 
mediadores envolvidos também é limitada pois, por exemplo, a 
grande maioria dos anticorpos disponíveis para fenotipagem de 
células, quantificação das citocinas e moléculas de adesão 
envolvidas foram desenvolvidas em camundongos.
Modelos da inflamação aguda como o teste do edema de pata 
induzido por diferentes agentes flogísticos são úteis para 
identificar e caracterizar drogas antiinflamatórias esteróides 
e não esteróides, mas estes testes monitoram somente mudanças 
como edema e eritema, não permitindo observar alterações na 
celularidade. Em ratos, por exemplo, a potência de drogas 
antiinflamatórias não esteróides, no teste de edema de pata 
induzido pela carragenina tem boa correspondência no homem 
(Freireich et al., 1966).
0 modelo da pleurisia foi originalmente desenvolvido em 
ratos (Spector, 1956) e mais tarde reproduzido em cobaias 
(Yamamoto et al., 1975; Sedgwick e Willoughby, 1989). Com o 
desenvolvimento deste modelo foi possível então fazer uma 
avaliação não só do extravasamento de líquido como da migração 
de células induzidos por diversos agentes flogísticos (De 
Brito, 1989). A técnica de pleurisia possui vantagens em
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relação a do edema de pata, pois a partir da coleta do lavado 
na cavidade pleural é possivel analisar e quantificar os 
componentes celulares e humorais da inflamação, sem necessitar 
recorrer a procedimentos complicados de extração e 
quantificação. Uma outra vantagem adicional da pleurisia é a 
sua fácil execução, pois diferentes agentes flogisticos 
(específicos e não específicos) podem ser estudados. Além 
disso, uma grande variedade de substâncias têm sido testadas 
para avaliar possível atividade inflamatória nas vias aéreas de 
animais (Luz et al., 1993).
De um modo geral, a inflamação produzida na cavidade 
pleural é lenta e prolongada em comparação com aquela 
desenvolvida na pele. Isto se deve ao fato de haver diferenças 
na resposta ao mediador inflamatório, na drenagem linfática bem 
como nos tipos celulares envolvidos. Por exemplo: 5- 
hidroxitriptamina, BK e PGEX e PGE2, quando administradas 
isoladamente ou em combinação na cavidade pleural produzem 
pouca exsudação. Ao contrário, na pele, estes mediadores 
induzem rapidamente a formação de edema (Vinegar et al., 1976). 
Além disso, a cavidade pleural ocupa uma superfície 
relativamente grande. Admite-se que o sítio primário da 
inflamação na cavidade pleural seja a microvasculatura 
subpleural, local onde se iniciará a exsudação e o influxo de 
células inflamatórias. A partir do processo inflamatório, 
induzido experimentalmente na cavidade, pode ocorrer acúmulo de 
líquido, o qual pode apresentar características de exsudato, 
com ou sem fibrina, ou transudato. Os mediadores envolvidos
neste tipo de inflamação são liberados por células residentes 
ou que migram para o local do processo inflamatorio (Doherty e 
Robinson, 1976; Glatt et al., 1979). Além disso, o tipo, a 
intensidade e a duração da inflamação produzida pela injeção de 
um agente flogístico dependerá da sua persistência na cavidade 
pleural e da natureza da sua interação com fatores humorais 
e/ou celulares.
Neste trabalho, optou-se pelo modelo experimental da 
pleurisia. A escolha deste modelo foi baseada em evidências já 
comentadas acima sobre a sua utilidade, servindo para o estudo 
da reação inflamatoria e teste de drogas com potenciais 
flogísticos ou antiinflamatórios. Como citado, o volume de 
fluido extravasado, o acúmulo de células e os mediadores 
químicos que participam da reação podem ser quantitativa e 
qualitativamente analisados.
A proposta do presente trabalho foi analisar alguns 
aspectos da reação inflamatoria, utilizando o modelo 
experimental da pleurisia em camundongos.
Os principais objetivos foram:
1-Analisar no modelo experimental da pleurisia induzida 
pela carragenina em camundongos, o efeito de drogas 
comumente utilizadas no tratamento da asma brônquica como 
a teofilina, o cromoglicato de sódio e o salbutamol. Vale 
a pena ressaltar que embora a pleurisia induzida por este 
agente flogístico não preencha os critérios de um modelo 
experimental de asma brônquica, a resposta inflamatória 
desencadeada na cavidade pleural pela carragenina 
apresenta certas características descritas nesta doença. 
Como comentado anteriormente, em indivíduos asmáticos, a 
exposição inalatória a alergenos, à histamina ou à 
metacolina resulta em aumento da resistência das vias 
aéreas. Esta resposta que tem um padrão bifásico, também 
denominada de fases precoce e tardia, resulta do processo 
inflamatorio que ocorre localmente. Neste contexto, a 
pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos, 
apresenta também um padrão bifásico de resposta (precoce 
e tardia), onde participam diversos mediadores como a 
histamina, a BK, as PGs, o PAF-acéter e os leucotrienos, 
entre outros (Henriques, 1993).
2-Avaliar o efeito das cininas (BK e des-Arg9-BK) e da SP, 
mediadores relacionados à inflamação neurogênica, neste
Al
2 OBJETIVOS
modelo experimental. Para este fim, além da quantificação 
da resposta inflamatoria (exsudato e migração celular), a 
caracterização de outros mediadores relacionados com as 
ações destes agentes e as suas possiveis vias de 
transdução intracelular foram estudadas. Para este fim, 
utilizaram-se drogas ou compostos que atuam tanto como 
antagonistas de receptor ou como inibidores de vias 
metabólicas intracelulares.
3 MATERIAL E MÉTODOS
3.1 ANIMAIS
Foram utilizados camundongos Swiss albinos com 2 meses de 
idade, de ambos os sexos, pesando entre 18-25 g, fornecidos 
pelo biotério Central da UFSC. Os animais foram mantidos em 
ambiente com ciclo claro-escuro de 12 horas controlados e em 
gaiolas de plástico, com livre acesso à água e à comida.
3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.2.1 Indução da pleurisia
Vinte e quatro horas antes dos experimentos, cada animal 
foi tratado com solução de azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 ml, 
i.v.) para posterior determinação indireta do grau de exsudação 
na cavidade pleural (Henriques et al., 1990; Henriques, 1993; 
Saleh et al., 1996).
No dia da indução da pleurisia, os animais foram levemente 
anestesiados com éter etílico e 0,1 ml de solução fisiológica 
estéril (salina 0,9%) ou do agente flogístico (diluído em 
salina) foi administrado na cavidade pleural direita através do 
espaço intercostal.
De acordo com cada protocolo experimental, após a 
administração do agente flogístico, os animais foram 
sacrificados em diferentes intervalos de tempo com uma overdose 
de éter etílico. A seguir, os animais foram fixados em mesa 
cirúrgica, em declive de 30 a 45°, sendo feita uma incisão 
transversal da pele e dos músculos abdominais. Em seguida o 
apêndice xifóide foi pinçado e através de duas incisões
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paralelas ao longo-do esterno, os pulmões e ambas as cavidades 
pleurais foram expostos. Imediatamente, a cavidade pleural foi 
lavada com 1,0 ml de solução salina tamponada (PBS-pH 7,6) e 
heparinizada (20 UI/ml). A seguir, o volume líquido na cavidade 
pleural foi coletado com o auxílio de pipetas automáticas.
3.2.2 Determinação do exsuda to
Após a lavagem da cavidade pleural com solução salina 
tamponada e heparinizada, uma alíquota (500 jj.1 ) do volume 
recolhido foi separada e congelada em freezer (-20°C) para 
posterior determinação dos níveis de azul de Evans. Amostras de 
um mesmo protocolo experimental foram descongeladas à 
temperatura ambiente e os níveis de azul de Evans foram 
determinados em espectrofotômetro (Campu-Espectro-Brasil) por 
leitura da densidade ótica, em comprimento de onda 600 nm. Para 
tal, curvas-padrão com concentrações previamente conhecidas do 
corante também tiveram suas densidades óticas determinadas, 
permitindo a quantificação dos valores experimentais em |ig/ml 
com auxílio da equação da reta.
3.2.3 Contagem total e diferencial dos leucócitos
No dia dos experimentos, uma alíquota do lavado foi 
reservada para a contagem total celular. Para tal, uma pequena 
amostra (10 |il) foi diluída em líquido de Türk (200 jj.1) . A 
leitura do número total de células foi feita com o auxílio de 
câmara de Neubauer e microscópio ótico comum (aumento de 400
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vezes) . Uma outra aliquota (100 a 150 |il) do volume coletado 
foi destinada à realização de esfregaços celulares. Após a 
secagem dos esfregaços, que foram feitos em câmara de Suta e à 
temperatura ambiente, estes foram corados pelo método de May- 
Grunwald-Giemsa e a contagem diferencial celular (neutrófilos, 
eosinófilos e mononucleares) foi feita em microscopia ótica 
comum com auxílio de objetiva de imersão (aumento de oitocentos 
vezes), contando-se cem células por lâmina.
3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL
3.3.1 Análise dos efeitos de drogas antiasmáticas na pleurisia 
induzida pela carragenina em camundongos
Em estudos preliminares, foi reproduzida a técnica de 
pleurisia induzida pela carragenina (1%) em camundongos 
conforme descrito por Henriques et al. (1990) e Henriques 
(1993). Com este objetivo, após a administração intrapleural de 
carragenina, diferentes grupos de animais foram sacrificados em 
diversos períodos de tempo (1-100 h) e os parâmetros descritos 
acima foram determinados. Após a análise temporal da resposta 
inflamatória causada pela carragenina na cavidade pleural de 
camundongos, foram escolhidos dois períodos de tempo para 
analisar o efeito de drogas antiasmáticas neste modelo 
experimental. Considerando que a resposta inflamatoria induzida 
pela carragenina (1%) na cavidade pleural de camundongos é do 
tipo bifásica, com picos em 4 (fase precoce) e 48 h (fase 
tardia) após a indução da pleurisia, foram escolhidos esses 
dois tempos para análise do efeito das drogas estudadas.
Numa primeira série de experimentos, para avaliar os 
possíveis efeitos sobre a primeira fase (precoce) desta reação 
inflamatoria, diferentes grupos de animais foram tratados com 
diferentes doses das drogas estudadas (teofilina, cromoglicato 
de sódio e salbutamol) que foram administradas em distintos 
intervalos de tempo (resultados não apresentados). Em estudos 
subseqüentes, os animais foram tratados (30 min antes) com 
teofilina (0,5-50 mg/kg, intraperitoneal-i.p.) , cromoglicato de 
sódio (0,02-2,0 mg/cavidade pleural-cav.), salbutamol (0,05-50 
mg/kg, i.p.), sendo os índices de inflamação analisados 4 h 
após a indução da pleurisia. Com o objetivo de avaliar também a 
duração do efeito inibitório das drogas antiasmáticas, nestas 
mesmas condições experimentais, foi escolhida uma dose das 
empregadas acima, a qual foi administrada em diferentes 
intervalos de tempo (0,5-24 h) antes da indução da pleurisia. 
Os parâmetros estudados foram analisados 4 h após a 
administração da carragenina.
O possível efeito inibitório induzido por um dos agentes 
acima citados também foi avaliado na segunda fase (tardia) 
desta resposta inflamatória, isto é, 48 horas após a indução da 
pleurisia. Para este fim, uma das doses analisadas, no 
protocolo anterior foi escolhida para tratamento prévio dos 
animais (30 min) antes da indução da pleurisia. Tanto a 
exsudação quanto a migração celular foram analisados 48 h após 
a injeção de carragenina. De maneira similar ao descrito para a 
primeira fase desta reação inflamatória, a dose empregada no 
protocolo descrito anteriormente foi também administrada em
diferentes intervalos de tempo (0,5-24 h) antes da indução da 
pleurisia para avaliação da duração do seu efeito inibitório 
sobre a fase tardia da inflamação deste modelo experimental.
3.3.2 Análise da resposta inflamatoria induzida pela 
bradicinina e Des-Arg3-BK na cavidade pleural de camundongos.
Levando-se em consideração que a BK induz processo 
inflamatorio significativo na cavidade pleural de ratos 
(Pasquale, et al., 1991, Martins, et al., 1992), este mediador 
do processo inflamatório também foi estudado no modelo 
experimental da pleurisia em camundongos. Em estudos 
preliminares, diferentes doses de BK ou de des-Arg9-BK foram 
administradas na cavidade pleural de camundongos e os 
parâmetros estudados foram também analisados em diferentes 
períodos de tempo (resultados não apresentados). Com base 
nestes resultados, diferentes grupos de animais foram tratados 
com BK (5, 10, 20 e 40 nmol/cav.) ou des-Arg9-BK (10, 20 e 40 
nmol/cav.) e a reação inflamatória estudada 4 h após. Com a 
finalidade de inibir a degradação das cininas, todos os animais 
foram tratados previamente com captopril (inibidor da cininase
II, 5 mg/kg, i.p., 30 min) (Corrêa e Calixto, 1993). Para cada 
série de experimentos, além da determinação do grau de 
exsudação e da quantificação do número, total e diferencial de 
células da cavidade pleural, também foram calculados os valores 
da DE50; isto é, a dose necessária do agonista para causar 50% 
da migração máxima de leucócitos. Posteriormente, nas mesmas
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condições experimentais, o perfil temporal (1-100 h) da reação 
inflamatória induzida pela BK (10 nmol/cav.) foi analisado.
Para caracterizar o (s) tipo (s) de receptor (es) para as 
cininas (Bi e/ou B2) neste modelo experimental, em outra série 
de estudos os animais foram tratados previamente (30 min) com 
antagonistas seletivos destes receptores e a pleurisia 
analisada 4 h após. Inicialmente, diferentes grupos de animais 
foram tratados (30 min antes) pelas vias intraperitoneal, 
intrapleural ou endovenosa com uma dose dos antagonistas 
peptídicos do receptor B2, HOE 140 ou NPC 17731. Após a análise 
do efeito induzido por esses antagonistas quando administrado 
por diferentes vias, optou-se pelo tratamento prévio (30 min) 
dos animais pela via intrapleural para avaliação do efeito de 
doses distintas destes compostos (0,01-1,0 pmol) na pleurisia 
induzida pela BK (10 nmol) . Os índices de inflamação foram 
analisados 4 h após a indução da pleurisia. Como em algumas 
condições experimentais, a BK pode ser metabolizada para des- 
Arg9-BK, o possível efeito inibitório da des-Arg9-Leu8-BK, 
antagonista do receptor Bi, na pleurisia induzida por ambas as 
cininas (BK: 10 nmol/cav. e des-Arg9-BK: 20 nmol/cav.) foi 
analisado utilizando-se este último protocolo. Sempre que 
possível, os efeitos inibitórios dos antagonistas foram 
expressos através da determinação da DI50, isto é, a dose 
necessária para causar redução de 50% da migração celular 
máxima induzida pelo agonista.
A duração do efeito inibitório causado pelos antagonistas 
do receptor B2 (HOE 140 e NPC 17731) neste modelo experimental
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foi também indiretamente avaliada, tratando-se os animais com 
uma dose previamente determinada desses agentes, (0,5-8 h) 
antes da indução da pleurisia pela BK (10 nmol/cav.). Os 
parâmetros foram estudados 4 h após a administração do agente 
flogístico.
Como os efeitos biológicos da BK podem resultar tanto de 
uma ação direta deste agonista no sitio do processo 
inflamatorio como também da liberação e/ou interação com outros 
mediadores (Burch et al., 1990), avaliou-se o efeito de 
diferentes agentes que participam e/ou interferem nesse mesmo 
processo como a indometacina (inibidor da ciclooxigenase, 5 
mg/kg, i.p.), a terfenadina (antagonista do receptor Hi da 
•histamina, 50 mg/kg, i.p.), a dexametasona (inibidor da FLA2, 
da NO-sintase induzida e da COX II, entre outros, 0,5 mg/kg, 
i.p.) e a L-NOARG (inibidor da síntese de NO, 1,0 pmol/cav.).
Para determinar se os efeitos pró-inflamatórios da BK 
estão também relacionados com a ativação de fibras nervosas 
sensoriais do tipo C e conseqüente liberação de neurocininas, 
diferentes grupos de animais foram tratados previamente (30 
min) com antagonistas seletivos de receptores de taquicininas. 
Foram utilizados antagonistas do receptor NKi (FK 888: 0,02-0,2 
pmol/cav.), NK2 (SR 48968: 20 e 100 nmol/cav.) e NK3 (SR 
142801: 0,03-100 nmol/cav.) das taquicininas. Os parâmetros 
estudados foram analisados 4 h após a indução da pleurisia pela 
BK (20 nmol/cav.). Além disso, o efeito de drogas antiasmáticas 
como o cromoglicato de sódio (0,4 jjmol/cav.), a teofilina (50
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mg/kg, i.p.) e o salbutamol (50 mg/kg, i.p.) também foi testado 
neste modelo experimental.
Todas as drogas utilizadas foram administradas 30 min 
antes da indução da pleurisia e os índices da inflamação 
analisados 4 h após. A escolha da dose, vias de administração e 
tempo de tratamento antes da indução da pleurisia foram 
baseados em dados da literatura e de experimentos preliminares 
em nosso laboratório.
3.3.3 Análise da resposta inflamatoria induzida pela substância 
P na cavidade pleural de camundongos.
Apesar das taquicininas estarem envolvidas na inflamação 
neurogênica (Maggi et al., 1993a; Maggi, 1995; Ricciardolo et 
al., 1994; Geppetti et al., 1995), os efeitos destes 
neurotransmissores no modelo da pleurisia não têm sido 
estudados. No protocolo experimental descrito abaixo optou-se 
pelo estudo de uma taquicinina - a substância P - neste modelo 
experimental, em camundongos.
Em estudos preliminares, diferentes doses de SP foram 
administradas na cavidade pleural de camundongos e os 
parâmetros estudados foram também analisados em diferentes 
períodos de tempo (resultados não apresentados). Com base 
nestes experimentos, diferentes grupos de animais foram 
tratados com SP (10, 20 e 40 nmol/cav.) e a reação 
inflamatória estudada 4 h após. Além da determinação do grau de 
exsudação e da quantificação do número total e diferencial de 
células da cavidade pleural, foram também calculados os valores
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da deso para cada grupo de experimentos. Após a determinação da 
dose adequada da substancia P capaz de induzir inflamação 
significativa, diferentes grupos de animais foram tratados com 
este agonista. Os parâmetros estudados foram analisados em 
diferentes periodos de tempo (1-100 h) , com o objetivo de 
estudar a duração do efeito inflamatorio induzido por este 
agonista na cavidade pleural de camundongos.
Para avaliar a participação de receptores das taquicininas 
do tipo NKi, NK2 e/ou NK3 neste modelo experimental, em outra 
série de experimentos os animais foram tratados (5 min antes) 
com antagonistas seletivos dos receptores NKi, NK2 e NK3 das 
taquicininas. Em diferentes grupos, os animais foram tratados 
previamente com diferentes doses dos antagonistas dos 
receptores NK: (FK 888: 0,1-200 nmol/cav.), NK2 (SR 48968: 20 e 
100 nmol/cav.) ou NK3 (SR 142801: 0,03-50 nmol/cav.) 
antagonistas dos receptores NKi, NK2 e NK3 das taquicininas e a 
pleurisia analisada 4 h após a administração de SP.
A participação das cininas, mais especificamente a BK, da 
histamina, dos eicosanóides e do NO neste modelo experimental 
foi também estudada. Assim, em outros grupos de experimentos, 
os animais foram tratados (5 min antes) com diferentes doses de 
antagonistas do receptor B2 da BK, HOE 140 (0, 003-0,1 
pmol/cav.) ou NPC 17731 (0,003-0,1 pmol/cav.) e os parâmetros 
de inflamação causado pela SP (20 nmol/cav.) foram analisados 4 
h após.
Com o objetivo de avaliar a participação da histamina, os 
animais foram tratados previamente com Composto 48/80 ou
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terfenadina. É reconhecido que o Composto 48/80 induz a 
degranulação de forma aguda e prolongada dos mastócitos, o que 
resulta na depleção dos estoques de histamina destas células 
(Donnerer e Aman, 1993; Takayama et al., 1994), enquanto a 
terfenadina é um antagonista de receptor Hi deste agonista. 
Para a execução deste protocolo experimental, os animais foram 
tratados 5 dias antes com o Composto 48/80 (0,2 (imol/cav.), 
sendo a pleurisia induzida pela SP (20 nmol/cav., 4 h) e pela 
histamina (1,0 |xmol/cav., 1 h) . Os resultados obtidos foram 
comparados com os obtidos nos experimentos controle (índices de 
inflamação causado por ambos agonistas). Outro grupo de animais 
foi tratado previamente (30 min) com terfenadina (50 mg/kg, 
i.p.) e a pleurisia foi induzida pela SP (20 nmol/cav.) e os 
índices de inflamação foram analisados 4 h após.
Em outra série de experimentos, diferentes grupos de 
animais foram tratados (30 min antes) com indometacina 
(inibidor da ciclooxigenase, 5,0 mg/kg, i.p.), L-NOARG 
(inibidor da via de síntese do NO, 1,0 pmol/cav. ) e 
dexametasona (inibidor da FLA2, óxido nítrico induzida e 
ciclooxigenase II e outras, 0,5 mg/kg, i.p.). 0 efeito de 
drogas antiasmáticas tipo o cromoglicato de sódio (0’, 4 
|xmol/cav. ), a teofilina (50 mg/kg, i.p.) e o salbutamol (50 
mg/kg, i.p.) também foi avaliado neste modelo experimental.
3.4 DROGAS
Foram utilizadas as seguintes drogas: bradicinina, 
carragenina lambda (grau IV) , cromoglicato de sódio, composto 
48/80 (condensação do produto da N-metil-p-metoxi-fenilalanina 
com formaldeído), dexametasona, histamina, indometacina, No- 
nitro-L-arginina benzil éster, salbutamol, teofilina, terfenadina 
(Sigma Chemical Co., USA), des-Arg9-bradicinina, de s-Arg9-Leu8 
bradicinina (Peninsula, USA), HOE 140 ( {D-Arg-[Hyp3, Thi5, D-Tic7, 
Oic8]-bradicinina} ) (Hoechst, Alemanha), NPC 17731 ( {D-Arg° [Hyp3, 
D-HypE (transpropyl7) Oic8]- bradicinina}) (Seios Nova 
Pharmaceutical, USA), FK 888 ({(4R) -4- hydroxi -1- ([1- metil -1 
H- indol- 3- il] carbonil) -L-N- benzil -N metil -3-2 (2-naftil) 
-L- alaninamida})(Fugisawa, Japan), SR 48968 ({(S)-N- metil -N- 
[4 - acetilamino -4- fenilpiperidino -2- (3, 4- diclorofenil) 
butil] benzamida}), SR 142801 ({(S) - (N) - (1-(3-(1- benzoil-3- 
(3,4- diclorofenix) piperidina-3-il) propil)-4- fenil piperidina-
4 il)- N-metilacetamida) (Sanofi Co., França), heparina 
(Liquemine®, Roche, Brasil), azul de Evans e solução tampão 
fosfato (PBS - pH 7,6: NaCl 137 mM, KCl 2 mM e tampão fosfato 10 
mM (Merck, Brasil) e solução salina (0,9%) de diferentes fontes 
comerciais. Soluções estoques (1 mM) de FK 888, HOE 140 e SR 
48968 foram preparadas previamente em etanol (100%), indometacina 
em solução de NaHC03 (5%) e as demais drogas em PBS. Todas as 
drogas foram previamente preparadas e mantidas em freezer (-20° 
C) . No dia dos experimentos, quando necessário, diluições das 
drogas foram realizadas em salina estéril (0,9%) à temperatura
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ambiente, à exceção da solução de teofilina que foi previamente 
aquecida a 37°C (5 min).
3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA
Os resultados foram expressos através da média + erro 
padrão da média (e.p.m., exceto para os valores da DE50 ou DI50) 
para cada grupo de experimentos. Estas últimas variáveis foram 
expressas através das suas médias geométricas acompanhadas 
pelos seus respectivos (95%) limites de confiança (LC). A DE50 
expressa a dose do agonista necessária para causar 50% do 
efeito máximo no influxo total de células, enquanto a DI50 
corresponde a dose do antagonista necessária para reduzir em 
50% esta mesma variável em relação aos controles (tratados 
apenas com o agonista).
Os valores das DE5o ou DI50 foram calculados com o auxilio 
da análise de regressão, utilizando-se o método dos mínimos 
quadrados para experimentos individuais. Para padronização dos 
cálculos, nos experimentos com agonistas e/ou antagonistas, os 
valores individuais do número total de células foram subtraídos 
dos seus respectivos valores médios do grupo controle (animais 
tratados somente com salina). Diferenças entre grupos foram 
determinadas utilizando-se teste de análise de variância 
(ANOVA) e complementados quando necessário, pelo teste de 
Dunnett ou teste "t" de Student não pareado. Valores de P 
menores que 0,05 (P < 0,05) ou menor foram considerados 
estatisticamente significativos.
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4.1 Efeito de drogas antiasmáticas na pleurisia induzida pela 
carragenina em camundongos.
A figura 1 mostra o perfil temporal da resposta 
inflamatoria induzida pela carragenina na cavidade pleural de 
camundongos, conforme já previamente descrito por Henriques et 
al. (1990) e Henriques (1993) . Como pode ser observado, a 
administração de carragenina na cavidade pleural de camundongos 
induz uma resposta bifásica com aumento significativo tanto do 
número total de células quanto da exsudação. Este padrão de 
resposta foi denominado de primeira (imediata) e segunda 
(tardia) fases da resposta inflamatoria induzida pela 
carragenina na cavidade pleural de camundongos. Observou-se 
que, neste modelo, a administração de carragenina na cavidade 
pleural promoveu um aumento gradual do número total de células 
(TC x 106) às custas principalmente de neutrófilos (NT x 106) , 
cujo pico foi em torno de 4 h (tratados: TC = 6,5 ± 0,17 , NT =
5,3 ± 0,04; controle: TC = 1,3 ± 0,05, NT = 0,05 ± 0,01) (P < 
0,01), seguido de um decréscimo por volta de 5 h (TC = 2,8 ± 
0,6, NT = 2,1 ± 0,3), retornando aos valores basais dentro de 
24 h (TC = 1,6 ± 0,1, NT = 0,24 ± 0,03). Paralelamente, tambérn 
foi observado alimento da exsudação, avaliada pelo 
extravasamento de azul de Evans (Ex, (ag/ml) na cavidade 
pleural, com picos entre 4 e 5 h, (4 h = 7,7 ± 0,05, 5 h = 8,6 
± 0,04, controle = 0, 025 ± 0,01) (P < 0,01), voltando aos 
valores basais 6 h após (Ex = 0,8 ± 0,02) da indução da 
pleurisia.
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4 RESULTADOS
Em torno de 18-24 h após a indução da pleurisia pela 
carragenina, foi observado um aumento gradativo da exsudação (P 
< 0,01) na cavidade pleural de camundongos, o qual se seguiu 
também de aumento da migração celular (30 h) . Como mostra a 
figura 1, os níveis máximos de exsudação e de migração celular 
desta segunda fase do processo inflamatório induzido pela
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Figura 1- Perfil temporal da pleurisia induzida pela carragenina (1%) 
em camundongos. C = animais tratados com salina 0,9%. Asteriscos 
dentro e fora das colunas indicam as diferenças estatísticas entre o 
total de células e o exsudato em relação aos respectivos C . Inset 
mostra o n~ de mononucleares e de neutrófilos. Asteriscos dentro e fora 
das colunas indicam as diferenças estatísticas dos neutrófilos e dos 
mononucleares em relação aos respectivos C. Cada coluna e símbolo 
representam a média dos resultados obtidos de 6-10 animais e as barras 
verticais o e.p.m. * P < 0,05 e ** P < 0,01. Em alguns experimentos, 
os valores do e. p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas ou 
símbolos.
carragenina ocorreram em torno de 4 8 h. Observou-se que o 
número total de células (8,3 ± 0,37) não diferiu daquele 
observado na primeira fase da reação inflamatoria (4 h), embora 
tenha ocorrido migração preferencial de mononucleares (x 106) 
(tratados: 8,1 ± 0,38, controle: 1,2 ± 0,05) (P < 0,01) . 
Todavia, o pico de exsudação que ocorreu 48 h após a indução da 
pleurisia (tratados = 12,3 ± 0,01, controle = 0,025 ± 0,01) foi 
significativamente maior que aquele observado na primeira fase 
do processo inflamatorio (4 h) (P < 0,01).
A resolução completa da reação inflamatoria foi observada 
100 h após a indução da pleurisia pela carragenina.
A figura 2A mostra o efeito de diferentes doses de 
teofilina (0,5-50,0 mg/kg, i.p.) administrada 30 min antes do 
agente flogístico, na primeira fase do processo inflamatorio (4 
h) . Observou-se que a teofilina nas doses de 1 a 50 mg/kg 
causou inibição significativa, independente da dose, no influxo 
celular para a cavidade pleural. A dose de 0,5 mg/kg, i.p., 
desta droga não inibiu o processo inflamatorio. Contudo, a 
teofilina nas doses de 0,5 a 50 mg/kg foi efetiva em inibir a 
exsudação causada pela carragenina na cavidade pleural (P < 
0,01) .
O tratamento prévio (0,5-24 h) dos animais com teofilina 
(5 mg/kg, i.p.) causou efeito inibitório tanto na migração 
celular como na exsudação da primeira fase da reação 
inflamatória induzida pela carragenina (Fig. 2B) . Este efeito 
inibitório sobre os dois parâmetros analisados (migração 
celular e exsudação) não ocorreu simultaneamente. Como mostra
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FIGURA 2- Efeito da teofi.li.na na primeira fase (4 h) da pleurisia induzida 
pela carragenina (1%) em camundongos. A - Efeito de diferentes doses de 
teofilina (0,5-50 xng/kg, i.p.) administradas 30 min antes da pleurisia. C = 
respostas obtidas de animais tratados com carragenina. Asteriscos dentro e 
fora das colunas indicam as diferenças estatísticas entre o total de 
células e o exsudato em relação aos respectivos C. B - Efeito da teofilina 
(5 mg/kg, i.p.) administrada 0,5-24 h antes da pleurisia na mesma condição 
experimental. Insets mostram o n° de mononucleares e de neutrófilos. Cada 
coluna e símbolo representam a média dos resultados obtidos de 6-10 animais 
e as barras verticais o e.p.m. * P < 0,05 e ** P < 0,01. Em alguns 
experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas 
ou símbolos.
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a figura 2B, a teofilina inibiu significativamente e de forma 
duradoura (0,5-24 h) a exsudação na cavidade pleural causada 
pela carragenina. Em relação à migração celular, efeito 
inibitório significativo foi observado apenas quando os animais 
foram tratados 0,5 a 8 h antes da indução da pleurisia (P < 
0,01). Esta mesma dose de teofilina não foi efetiva em bloquear 
o aumento do número total de leucócitos observado na segunda 
fase (48 h) da pleurisia, embora a exsudação tenha sido inibida
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Figura 3- Efeito da teofilina (50 mg/kg, i.p., 0,5-24 h antes) na 
segunda fase (48 h) da pleurisia induzida pela carragenina (1%) em 
camundongos. C = respostas obtidas de animais tratados com 
carragenina. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as 
diferenças estatísticas entre o exsudato e o total de células em 
relação aos respectivos C. Inset mostra o n~ de mononucleares e de 
neutrófilos. Cada coluna e símbolo representam a média dos resultados 
obtidos de 6-10 animais e as barras verticais o e.p.m. ** P < 0,01. Em 
alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho 
das colunas ou símbolos.
quando os animais foram tratados 0,5-24 horas antes da 
administração do agente flogístico (P < 0,01) (resultados não 
mostrados). Todavia, doses maiores de teofilina (50 mg/kg) 
administradas 0,5-24 h antes da indução da pleurisia inibiram 
significativamente o exsudato observado na segunda fase (48 h) 
do processo inflamatorio (P < 0,01) (Fig. 3). No entanto, a 
migração celular foi inibida de forma significativa somente nos 
períodos de 0,5 a 4 h de tratamento prévio (P < 0,01).
A figura 4A mostra que o cromoglicato de sódio (0,02-0,2 
mg/cav.) administrado 30 minutos antes da indução da pleurisia, 
foi efetivo em inibir significativamente a primeira fase (4 h) 
do proceso inflamatorio analisado (P < 0,01). Além disso, nas 
mesmas condições experimentais, o cromoglicato de sódio 
administrado previamente (0,5-24 h) determinou uma redução 
significativa da exsudação (P < 0,01) (Fig. 4B) . A migração 
celular, todavia, foi inibida de forma significativa apenas 
quando os animais foram tratados no período de 0,5 a 8 h antes 
da indução da pleurisia (P < 0,01). Por outro lado, a mesma 
dose de cromoglicato de sódio (0,02 mg/cav.) foi também efetiva 
em inibir a segunda fase (48 h) do processo inflamatorio 
induzido pela carragenina, na cavidade pleural de camundongos 
(P < 0,01) (Fig. 5).
0 efeito da administração prévia do agonista p2~ 
adrenérgico (salbutamol) sobre a primeira fase do processo 
inflamatorio induzido pela carragenina, em camundongos, é 
mostrado nas figuras 6A e B. Tanto a exsudação quanto a 
migração celular foram significativamente inibidas,
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Figura 5- Efeito do cromoglicato de sódio (0,02 mg/cav., 0,5-24 h 
antes) na segunda fase (48 h) da pleurisia induzida pela carragenina 
(1%) em camundongos. C = respostas obtidas de animais tratados com 
carragenina. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as 
diferenças estatísticas entre o exsudato e o total de células em 
relação aos respectivos C. Inset mostra o n~ de mononucleares e de 
neutrófilos. Cada coluna e símbolo representam a média dos resultados 
obtidos de 6-10 animais e as barras verticais o e.p.m. ** P < 0,01. Em 
alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho 
das colunas ou símbolos.
independentemente da dose, quando os animais foram tratados 
previamente (30 min) com salbutamol nas doses de 0,05-50,0 
mg/kg, i.p. (P < 0,01). Além disso, o agonista p2-adrenérgico 
(5 mg/kg, i.p.), quando administrado em diferentes periodos de 
tempo antes da indução da pleurisia, promoveu uma diminuição do 
influxo celular bem como da exsudação, apenas quando os animais 
foram tratados 0,5-8 h antes da indução da pleurisia (P < 0,01)
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Figura 6- Efeito do salbutamol na primeira fase (4 h) da pleurisia induzida 
pela carragenina (1%) em camundongos. A - Efeito de diferentes doses de 
salbutamol (0,05-50 mg/kg, i.p.) administradas 30 min antes da pleurisia. C 
= respostas obtidas de animais tratados com carragenina. B - Efeito do 
salbutamol (5 mg/kg, i.p.) administrado 0,5-24 h antes da pleurisia na 
mesma condição experimental. Insets mostram o n 2 de mononucleares e de 
neutrófilos. Cada coluna e símbolo representam a média dos resultados 
obtidos de 6-10 animais e as barras verticais o e.p.m. Asteriscos dentro e 
fora das colunas indicam as diferenças estatísticas entre o exsudato e o 
total de células em relação aos respectivos C. ** P < 0,01. Em alguns 
experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas 
ou símbolos.
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(Fig. 6B). Nos períodos de tratamento prévio de 4-8 h observou- 
se, todavia, uma diminuição da exsudação de forma menos 
acentuada, associada paralelamente a uma inibição significativa 
da migração celular (P < 0,01). Nestas mesmas condições 
experimentais, o tratamento dos animais 24 h antes da indução 
da pleurisia com salbutamol (5 mg/kg, i.p.) não foi efetivo em 
inibir os parâmetros analisados (P > 0,05). Em relação à 
segunda fase (48 h) da pleurisia induzida pela carragenina, 
(Fig.7) em camundongos, o tratamento prévio (0,5-24 h) dos
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Figura 7- Efeito do salbutamol (5 mg/kg, i.p., 0,5-24 h antes) na segunda 
fase (48 h) da pleurisia induzida pela carragenina (1%) em camundongos. C = 
respostas obtidas de animais tratados com carragenina. Inset mostra o n~ de 
mononucleares e de neutrófilos. Cada coluna e símbolo representam a média dos 
resultados obtidos de 6-10 animais e as barras verticais o e.p.m. Asteriscos 
dentro e fora das colunas indicam as diferenças estatísticas entre o total de 
células e o exsuda to em relação aos respectivos C. ** P < 0,01. Em alguns 
experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas ou 
símbolos.
animais com salbutamol (5 mg/kg, i.p.) não resultou em inibição 
do processo inflamatorio (Fig. 7) . Vale comentar que, nestas 
mesmas condições experimentais, o agonista j32~adrenérgico 
utilizado determinou aumento tanto da exsudação como da 
migração celular (P < 0,01) (Fig. 7).
4.2 Análise das respostas inflamatorias innduzidas pela 
bradicinina e pela des - A r -BK na cavidade pleural de 
camundongos.
Ambas as cininas, BK (5, 10, 20 e 40 nmol) e des-Arg9-BK 
(10, 20 e 40 nmol), causaram aumento significativo da migração 
celular de forma dose-dependente, na cavidade pleural de 
camundongos 4 horas após a sua administração. O aumento do 
influxo celular foi associado com elevação discreta, porém 
significativa da exsudação (Fig. 8A e B). Como é demonstrado, o 
aumento da celularidade foi às custas de mononucleares. Ambas 
as cininas promoveram um pequeno aumento do influxo de 
neutrófilos (P < 0,01) independente da dose administrada. A BK 
foi três vezes mais potente em induzir o aumento do influxo 
celular em relação à des-Arg9-BK. Os valores médios estimados 
das DE5os à BK e à des-Arg9-BK foram de 3,2 (95% LC = 0,6-15,5) 
nmol/cav. e de 9,1 (1,2-66,8) nmol/cav., respectivamente. O 
influxo máximo (média + e.p.m.) de celularidade induzido pela 
BK (40 nmol) (TC = 3,5 ± 0, 05 x 106) na cavidade pleural de 
camundongos não diferiu em comparação com aquele induzido pela 
des-Arg9-BK (40 nmol, TC = 2,6 ± 0.07 x 106) .
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des-Arg9-BK (B) (10, 20 e 40 nmol/cav.) na cavidade pleural de camundongos, 4 h 
após a administração de cada agonista. C = animais tratados com salina 0,9%. 
Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as diferenças estatísticas entre o 
exsudato e o total de células em relação aos respectivos controles. Insets 
mostram o n~ de mononucleares e de neutrófilos. Cada coluna e símbolo 
representam a média dos resultados obtidos de 6-10 animais e as barras 
verticais o e.p.m. ** P < 0,01. Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se 
sobrepuseram ao desenho das colunas ou símbolos.
A figura 9 mostra a magnitude e o perfil temporal da 
resposta inflamatoria induzida pela BK (10 nmol) na cavidade 
pleural de camundongos. A BK causou aumento significativo da 
migração celular 4 h após a sua administração na cavidade 
pleural, às custas do influxo de mononucleares, permanecendo 
elevada até 72 h (P < 0,05), tendo sido também detectada 
discreta exsudação. É interessante ressaltar que influxo de 
neutrófilos foi também detectado 6 h após a administração da BK 
(10 nmol/cav.) (Fig. 9 - ínset). Levando-se em consideração que
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Figura 9- Perfil temporal da pleurisia induzida pela BK (10 nmol) em 
camundongos. C = animais tratados com salina 0,9%. Asteriscos dentro e 
fora das colunas indicam as diferenças estatísticas entre o exsudato e 
o total de células em relação aos respectivos C. Inset mostra o n~ de 
mononucleares e de neutrófilos. Cada coluna e símbolo representam a 
média dos resultados obtidos de 6-10 animais e as barras verticais o 
e.p.m. * P < 0,05 e ** P < 0,01. Em alguns experimentos, os valores do 
e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas ou símbolos.
o pico máximo de migração celular ocorreu 4 h após a 
administração do agonista, este tempo foi escolhido para estudo 
nos próximos experimentos. Nos protocolos a seguir, foi 
avaliado apenas a migração celular, uma vez que os níveis de 
exsudação, embora significativos, foram discretos.
As figuras 10A e B mostram o efeito do HOE 140 e NPC 17731, 
antagonistas do receptor B2 da BK administrados por diferentes 
vias, 30 min antes da indução da pleurisia. Conforme mostra a 
figura 10A, HOE 140 apenas quando administrado diretamente na 
cavidade pleural (0,1 pmol) ou por via endovenosa (5,0 pmol/kg) 
foi efetivo em inibir a migração celular na cavidade pleural 
induzida pela BK (P < 0,01) (Fig. 10A) . Nestas mesmas condições, 
a inibição média da celularidade foi da ordem de 70 e 100%, 
respectivamente. AO contrário, o tratamento prévio dos animais 
pela via intraperitoneal com HOE 140 (5,0 pmol/kg) não inibiu de 
forma significativa o influxo celular causado pela BK (P > 0,05). 
A figura 10B mostra que doses distintas de NPC 17731 (i.p. = 50 
pmol/kg, cav. =1,0 pmol, i.v. = 50 pmol/kg) promoveram inibição 
significativa da migração celular induzida pela BK (10 
nmol/cav., 4 h), independente da via de administração (P < 
0,01). A magnitude desta inibição foi de 100, 68 e 62%, 
respectivamente. Tanto o HOE 140 (0,01-0,3 pmol) como o NPC 
17731 (0,1-1,0 pmol) inibiram a migração celular induzida pela 
BK (10 nmol, 4 h) para a cavidade pleural (P < 0,01) (Fig. 11A e 
B) . HOE 140 (0,01-0,3 pmol) causou inibição, de forma dose- 
dependente, da migração celular e o valor estimado da DI50
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Figura 10- Efeito do tratamento prévio (30 min) com HOE 140 e NPC 17731, 
administrados por diferentes vias, na pleurisia induzida pela BK, em 
camundongos. C = respostas obtidas de animais tratados com BK (10 nmol, 4 
h) , i.p. = intraperitoneal, cav. = intrapleural, i.v. = endovenoso. A - 
Concentrações médias do total de células e do exsudato obtidos dos grupos C 
e tratados com HOE 140: cav. (0,1 pmol) , i.v. (5,0 pmol/kg) , i.p. (5,0 
pmol/kg) e B - Concentrações médias do total de células e do exsudato 
obtidos dos grupos C e tratados com NPC 17731: cav. (1,0 pmol), i.v. (50 
pmol/kg), i.p. (50 pmol/kg). Insets mostram o n- de mononucleares e de 
neutrófilos. Cada coluna e símbolo representam a média dos resultados 
obtidos de 6-10 animais e as barras verticais o e.p.m. ** P < 0,01. As 
linhas tracejadas indicam os valores médios do n- total de células obtidos 
de animais injetados com salina. Em alguns experimentos, os valores do 
e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas ou símbolos.
foi 0,028 (0,05-0,16) pmol/cav. Os valores médios de inibição 
máxima causada pelo HOE 140 (0,01-0,3 pmol) foram de 27, 56, 69, 
89 e 89%, respectivamente (Fig. HA) . Nas doses de 0,1 e 0,3 
pmol/cav. deste antagonista, o número de leucocitos na cavidade 
pleural não diferiu em comparação com o obtido em animais 
tratados somente com salina (P > 0,05). Em relação ao NPC 
17731, as doses de 0,1 e 0,3 pmol reduziram de forma similar o 
influxo celular (27-32%) induzido pela BK (10 nmol/cav.). Na 
dose de 1,0 pmol/cav., este antagonista causou efeito 
inibitório significativo da migração celular da ordem de 98%. 
Os valores médios estimados da DI50 para este antagonista foram 
da ordem de 0,45 (0,28-0,73) pmol/cav. (Fig 11A e B).
A figura 12A mostra o perfil temporal do efeito inibitório 
causado pelo HOE 140 (0,1 pmol/cav.) administrado 0,5-8 h antes 
da indução da pleurisia pela BK (10 nmol/cav., 4 h). A duração 
do efeito inibitório causado por este antagonista foi 
prolongada, uma vez que redução significativa da migração 
celular foi observada até 8 h de tratamento antes da indução da 
pleurisia. Nos periodos de 0,5 a 4 h de tratamento prévio com 
este antagonista, os valores médios do número total de células 
(média ± e.p.m. x 106: 0,5 h = 1,3 ± 0,1; 4 h = 1,4 ± 0,03), 
não diferiram daqueles obtidos nos animais tratados apenas com 
salina (1,3 ± 0,08). Já o NPC 17731 (1, 0 pmol/cav.) promoveu 
efeito inibitório somente quando administrado 0,5-4 h antes da 
indução da pleurisia. No entanto, o tratamento prévio 8 h com 
este mesmo antagonista aumentou o influxo celular de forma 
singnificativa (TC x 106 = 3,3 ± 0,2) (P < 0,01) (Fig. 12B), às 
custas de mononucleares.
76
oT- 4 H 
x
□  3
t  2
(O
O
H
O
O
oD
UJ
- I
o
T— 4 -
X
□ 3-
(0
0
1 - 2 -
0
0
ü
D 1 -UI
_J
5 *
<001 K < tu
O 13ZOzo
2 o
020
mcH*O
O
0.10 «
0,01 0,03 0,1 0,3 1,0
0,1 0,3
NPC 17731 (pmol/cav)
>
NCr
1.5 O m
m
<
>1.0 z 
to
r 2.0
77
0.5
Î
■E
<Q
S
3
0.0
>
NC
m
m
<
>z
(0
:
a
1.0
Figura 11- Efeito de diferentes doses do HOE 140 (A) e do NPC 17731 (B) , 
administrados 30 ntin antes da pleurisia pela BK (10 nmol/cav. , 4 h) em 
camundongos. C = respostas obtidas de animais tratados com BK. 
Concentrações médias do total de células e do exsudato obtidos dos grupos C 
e tratados com HOE 140 (0,01-1,0 pmol/cav.) e com NPC 17731 (0,1-1,0 
pmol/cav.). Insets mostram o n- de mononucleares e de neutrófilos. Cada 
coluna e símbolo representam a média dos resultados obtidos de €-10 animais 
e as barras verticais o e.p.m. ** P < 0,01. As linhas tracejadas indicam os 
valores médios do n- total de células obtidos de animais injetados com 
salina. Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao 
desenho das colunas ou símbolos.
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Figura 12- Efeito do HOE 140 (A) e do NPC 17731 (B) , administrados em 
diferentes periodos de tempo (0,5-8 h) na pleurisia induzida pela BK (10 
nmol/cav. , 4 h) . C = respostas obtidas de animais tratados com BK. 
Concentrações médias do total de células e do exsudato obtidos dos grupos C 
e tratados com HOE 140 (0,1 pmol/cav.) e com NPC 17731 (1,0 pmol/cav. ) . 
Insets mostram o ns de mononucleares e de neutróf ilos. Cada coluna e 
símbolo representam a média dos resultados de 6-10 animais e as barras 
verticais o e.p.m. * P < 0,05 e ** P < 0,01. As linhas tracejadas indicam 
os valores médios do n- total de células obtidos de animai a injetados com 
salina. Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao 
desenho das colunas ou sínfoolos.
A administração intrapleural de des-Arg9-Leu8-BK (0,1 e
3,0 nmol), antagonista de receptor Bi da BK, 30 min antes da 
pleurisia induzida pela BK (10 nmol/cav., 4 h) ou pela des- 
Arg9-BK (20 nmol/cav., 4 h) não modificou o influxo celular 
causado por estes agonistas (Fig. 13 A e B). Nenhum efeito foi 
também observado quando as mesmas doses deste antagonista foram 
administradas 5 min antes da indução da pleurisia por estes 
agonistas (resultados não mostrados).
A tabela 3 mostra que o tratamento prévio (30 min) dos
Tabela 3 - Efeito do tratamento prévio (30 min) com diferentes drogas na 
pleurisia induzida pela bradicinina.
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GRUPO DOSES LEUCÓCITOS
X 106
NEUTRÓFILOS
X 106
MONONUCLEARES
X 106
Controlea - 2,50±0,03 0,20±0,02 2,30±0,10
Indometacina0 5,0 mg/kg 1,40±0,05** 0,10±0,02** 1,30±0,15**
Terfenadina0 50 mg/kg 1,0±0,04** 0,20±0,03 0,80±0,24**
DexametasonaD 0,5 mg/kg 1,0±0,04** 0,10±0,10** 0,90±00,03**
L-N0ARGc 1,0 pmol 1,40±0,05** 0,10±0,10** 1,30±0,05**
Cromoglicato de 0,4 pmol 1,60±0,18** 0,30±0,10 1,30±0,10**
sódioc
Teofilina*3 50 mg/kg 1,50±0,09** 0,10±0,02** 1,40±0,01**
Salbutamol0 50 mg/kg 1,0±0,05** 0,40±0,01** 0,70±0,02**
SR 48968° 20 nmol 2,75±0,20* 0,17±0f 03 2,58±0,18*
100 nmol 1,57±0,05** 0,11±0,01 1,46±0,05**
Em todos os animais foi injetado BK (10 nmol/cav.) e os parâmetros 
analisados 4 h após. Os valores apresentados representam as médias ± s.e.m. 
de n = 6-10 animais por grupo, a - somente animais tratados com BK, b - 
animais tratados pela via i.p., c - drogas administradas pela via 
intrapleural. Diferenças estatísticas são indicadas por asteriscos. * P < 
•0,05, ** P < 0,01.
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Figura 13- Efeito da de s -Arg9 - Leu8 -BK (0,1 e 3,0 nmol/cav.) 
administradas 30 min antes da pleurisia pela BK (10 nmol/cav., 4 h)(A) 
ou des-Arg9-BK (20 nmol/cav. , 4 h) (B) em camundongos. C = respostas 
obtidas de animais tratados com BK ou des-Arg*-BK. Insets mostram o n~ 
de mononucleares e de neutrófilos. Cada coluna e símbolo representam a 
média dos resultados obtidos de 6-10 animais e as barras verticais o 
e.p.m. As linhas tracejadas indicam os valores médios do n- total de 
células obtidos de animais injetados com salina. Em alguns 
experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das 
colunas ou símbolos.
animais com indometacina, terfenadina, dexametasona e L-NOArg 
inibiram significativamente a migração de mononucleares 
induzida pela BK (10 nmol, 4 h) na cavidade pleural de 
camundongos. Nestas condições, o tratamento prévio dos animais 
com estas drogas resultou em normalização dos leucócitos na 
cavidade pleural. Além disso, a teofilina, cromoglicato de 
sódio e salbutamol também inibiram significativamente a 
migração celular induzida pela BK (10 nmol/cav., 4 h) (P < 
0,01) (tabela 3).
A administração de antagonistas de receptor das 
taquicininas do tipo NKi (FK 888: 0, 02-0, 2 pmol/cav.) (Fig. 
14A) e NK3 (SR 142801: 0, 1-100 nmol/cav.) (Fig. 14B) 30 min 
antes da pleurisia induzida pela BK (10 nmol/cav., 4 h) causou 
inibição significativa da migração celular (P < 0,05) (DI50 = 
0,1 (0,02-0,5) pmol/cav. e 21,5 (8,9-51,9) nmol/cav., 
respectivamente). A dose de 0,03 nmol/cav. do antagonista SR 
142801 não foi efetiva em inibir o mesmo parâmetro (Fig. 14) . 
Como mostra a tabela 3, a administração de antagonista do 
receptor NK2 das taquicininas (SR 48968) nas doses de 20 e 100 
nmol/cav. causou efeitos distintos. A dose de 20 nmol/cav., 
seguida da administração da BK, resultou em aumento da migração 
celular para a cavidade pleural (P < 0,01), enquanto 100 
nmol/cav. deste antagonista causou inibição significativa deste 
mesmo parâmetro (tabela 3) . Nesta última dose, a execução do 
protocolo experimental foi limitada devido os efeitos tóxicos 
deste antagonista que causou inclusive morte de 3 de 8 animais 
estudados. É interessante ressaltar ainda que nas doses de 50
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Figura 14- Efeito de diferentes doses do FK 888 (A) e do SR 142801 (B) 
administrados 30 min antes da pleurisia pela BK (10 nmol/cav., 4 h) , 
em camundongos. C = respostas obtidas de animais tratados com BK (10 
nmol). Concentrações médias do total de células e do escsudato obtidos 
dos grupos C e tratados com FK 888 (0,02-0,2 pmol/cav.) e com SR 
142801 (0,03-100 nmol/cav.). Insets mostram o n- de mononucleares e de 
neutrófilos. Cada coluna e símbolo representam a média dos resultados 
obtidos de 6-10 animais e as barras verticais o e.p.m. * P < 0,05 e ** 
P < 0,01. As linhas tracejadas indicam os valores médios do n- total de 
células obtidos de animais injetados com salina. Em alguns 
experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das 
colunas ou símbolos.
nmol/cav., este antagonista causou efeito inibitório da mesma 
magnitude que a obtida com 100 nmol/cav. (n = 3, resultados não 
mostrados).
Tanto a administração de antagonistas de cininas (HOE 140 
e NPC 17731) como os antagonistas das taquicininas (FK 888, SR 
48968 e SR 142801), quando administrados isoladamente promoveu, 
aumento significativo da migração celular (P < 0,01) 
(resultados não mostrados). Além disso, altas doses do 
antagonista NK3 das taquicininas (SR 142801: 50 e 100 
nmol/cav.) também promoveram aumento significativo da exsudação 
(P < 0,01) (Fig. 14B) .
4.3 Análise da resposta inflamatória induzida pela substância P 
na cavidade pleural de camundongos.
A figura 15 mostra o efeito de diferentes doses da SP 
(10, 20 e 40 nmol) administradas na cavidade pleural de 
camundongos. Como pode ser observado, a SP causou aumento 
da migração celular de forma dose-dependente às custas de 
mononucleares, enquanto que o exsudato, embora significativo, 
foi reduzido (P < 0,01). Nestas condições experimentais, apenas 
a dose de 20 nmol/cav. de SP determinou também um aumento 
discreto, mas significativo do número de neutrófilos (P < 
0,01). Migração celular e exsudação máximas (média ± e.p.m.) 
foram observadas 4 h após a administração de SP (40 nmol) na 
cavidade pleural (TC x 106 = 3,1 ± 0,1, EX = 0,2 ± 0,01 |j.g/ml) , 
sendo significativamente maior em comparação com o
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Figura 15- Efeito de diferentes doses da SP (10, 20 e 40 nmol) na 
cavidade pleural de camundongos. C = animais tratados com solução 
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animais e as barras verticais o e.p.m. ** P < 0,01. Em alguns 
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grupo tratado apenas com solução salina (TC x 106 = 1,3 ± 0,04, 
EX = 0,025 ± 0,1 ng/ml) (P < 0,01) . Os valores médios da DE50 
para este agonista foram 14,2 (95% LC = 10,7-19,1) nmol/cav. . 
Com base nestes resultados, nos experimentos subseqüentes foi 
escolhida a dose de 20 nmol/cav. para estudo da pleurisia 
mediada por este agente.
0 perfil temporal da resposta inflamatória induzida pela 
SP (20 nmol) na cavidade pleural de camundongos (1-100 h) é 
mostrado na figura 16. A SP (20 nmol) causou aumento
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significativo da migração celular (2-24 h) após sua 
administração na cavidade pleural, às custas do influxo de 
mononucleares (P < 0,01). Foi também observado, de modo 
associado aumento da migração de neutrófilos no período de 2-4 8 
h após a indução da pleurisia (P < 0,01). A exsudação, avaliada 
através dos níveis de azul de Evans na cavidade pleural, foi 
pequena, porém significativa em relação ao grupo controle, 
sendo detectada até 96 h de observação (P < 0,01).
Levando-se em conta que o pico de migração celular 
(mononucleares) ocorreu entre 2 e 24 h após a administração do 
agonista, escolheu-se o tempo de 4 h para estudo nos próximos 
experimentos.
As Figuras 17A, B e C mostram o efeito dos antagonistas 
de receptor NKX (FK 888: 0,1-200 nmol/cav.), NK2 (SR 48968: 20 
e 100 nmol/cav.) e NK3 (SR 142801: 0,03-50 nmol/cav.) das 
taquicininas, administrados 5 min antes da pleurisia induzida 
pela SP (20 nmol) . FK 888 foi efetivo em inibir apenas a 
migração celular (DI5o = 19,3 (1,2-304) nmol/cav.), (P < 0.01), 
sendo que houve um aumento significativo da exsudação em todas 
as doses testadas do antagonista (P < 0,01) (Fig. 17A) . Já o 
tratamento prévio dos animais com SR 48968 (20 nmol/cav.) não 
foi efetivo em inibir este processo inflamatorio (Fig. 17B) . 
Nestas condições, foi observado aumento significativo da 
migração celular, às custas de mononucleares (P < 0,01). É 
interessante ressaltar que doses mais elevadas de SR 48968 (100 
nmol/cav., 5 min antes) seguida da administração do agonista 
(20 nmol/cav.) resultou em morte de 100% dos animais. Além 
disso, doses isoladas de FK 888 (0,1 nmol/cav.) e SR 48968 (20- 
100 nmol/cav.) causaram per se aumento da migração celular e 
da exsudação na cavidade pleural de camundongos (P < 0,01) 
(resultados não apresentados). A administração de SR 142801 
(0,1-50,0 nmol/cav., 5 min antes) promoveu inibição 
significativa do influxo celular (DI50 = 6 , 5 ( 0 , 44 - 96) 
nmol/cav.), (P < 0,01) (Fig. 17C). Entretanto, este antagonista 
na dose de 50 nmol/cav. determinou aumento significativo da 
exsudação (P < 0,01).
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Os antagonistas do receptor B2 da BK, HOE 140 (0,01-0,1 
pmol/cav.) e NPC 17731 (0,01-0,1 pmol/cav.), administrados 5 
min antes, inibiram de forma dose-dependente tanto a migração 
celular como o exsudato induzidos pela SP (P < 0,05), com DI50 
de 0,03 (0,013-8,0) pmol/cav. e 0,04 (0,018-0,087) pmol/cav., 
respectivamente (Fig. 18A e B).
Além disso, o tratamento prévio dos animais (5 dias antes) 
com o composto 48/80 - 0,2 |omol/cav.) resultou em diminuição 
significativa da migração celular induzida pela SP (20 
nmol/cav.). Nas mesmas condições experimentais, a migração 
celular induzida pela histamina (1,0 |imol/cav., 1 h) também foi 
significativamente reduzida (Fig. 19).
A tabela 4 mostra que a administração de indometacina, 
terfenadina, dexametasona e L-NOARG, 30 minutos antes da 
pleurisia induzida pela SP (20 nmol/ cav.), foi efetiva em 
inibir a migração celular na cavidade pleural 4 h após a 
administração do agente flogístico estudado. Da mesma forma, o 
tratamento prévio (30 min) dos animais com teofilina ou 
salbutamol inibiu significativamente a migração celular 
induzida pela SP (P < 0,01). Nas mesmas condições 
experimentais, o tratamento dos animais com des-Arg9-Leu8-BK 
não modificou os efeitos pró-inflamatórios da SP na cavidade 
pleural, enquanto o cromoglicato de sódio inibiu apenas a 
exsudação (tabela 4).
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Tabela 4- Efeito do tratamento prévio 
pleurisia induzida pela substância P.
(30 min) com diferentes drogas na
GRUPO DOSES LEUCÓCITOS NEUTRÓFILOS MONONUCLEARES EXSUDAT0
X 106 X 106 X 106 M-g/ml
Controle3 _ 2,71±0,30 0,35±0,05 2,35±0,14 0,40±0,05
des-Argy-Leua-BK° 35 nmol 2,40±0,14 0,08±0,02 2,32±0,01 0,46±0,05
Terfenadina0 50 mg/kg 1,52±0,20** 0,50±0,10** 1,02 ±0,20** 0,05±0,10**
Indometacina0 5,0 mg/kg 1,56±0,06** 0, 85±0,20** 0,71±0,11** 0,20±0,17**
Dexametasonac 0,5mg/kg 1,60±0,70** 0,05±0,60** 1,55±0,70** 0,05±0,60**
L-NQARGC 1,0 pmol 1,22±0,80** 0,03±0,30** 1,19 ±0,10** 0,03±0,30**
Cromoglicato de 0,4 (Jmol 2,80±0,20 0,20±0,07 2,40±0,30 0,27±0,07*
sódioc
Teofilina0 50 mg/kg 1,06±0,03** 0,02±0,04** 1,04±0,03** 0,02±0,04**
SalbutamolD 50 mg/kg 1,25±0,09** 0,04±0,07** 1,21±0,10** 0,04±0,07**
Em todos os animais foi injetado SP (20 nmol/cav.) e os parâmetros 
analisados 4 h após. Os valores apresentados representam as médias ± s.e.m. 
n = 6-10 animais por grupo. Todas as drogas foram administradas 30 min 
antes da injeção da pleurisia, exceto des-Arg9-Leu8-BK (5 min), a - somente 
animais tratados com SP, b - animais tratados pela via i.p., c - drogas 
administradas pela via intrapleural. Diferenças estatísticas são indicadas 
por asteriscos. * P < 0,05, ** P < 0,01.
0 mecanismo de ação e os alvos celulares dos agentes 
terapêuticos comumente utilizados no tratamento da asma 
brônquica têm sido melhor estudados nos últimos anos. A 
aquisição destes conhecimentos ocorreu paralelamente com a 
introdução de novos conceitos sobre o processo inflamatorio. Em 
relação às drogas antiasmáticas que foram testadas no nosso 
protocolo experimental, os resultados mostram claramente que a 
teofilina, o cromoglicato de sódio e o salbutamol possuem um 
efeito antiinflamatório. Em relação à inflamação de origem 
neurogênica, o protocolo experimental utilizado permitiu 
avaliar a participação das cininas e da SP. Nestas condições 
experimentais, foi possivel estudar os tipos de receptores 
envolvidos, além de sugerir que tanto a BK como a SP promoveram 
liberação de outros mediadores, o que contribui 
significativamente para a manutenção e ampliação do processo 
inflamatório. Além disso, os resultados deste modelo 
experimental indicam que as cininas são capazes de liberar 
taquicininas e vice-versa, preenchendo os critérios de processo 
inflamatório de origem neurogênica.
Apesar do nosso protocolo experimental não ser 
representativo de iam modelo animal de asma brônquica, os 
resultados obtidos com os medicamentos antiasmáticos estudados 
são relevantes, uma vez que poucos estudos analisaram seus 
possiveis efeitos terapêuticos em ensaios pré-clinicos não 
relacionados diretamente com esta doença (Yukawa et al., 1989; 
Schrier et al., 1990; Svenjo, 1990). Em nosso estudo, a
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análise do perfil antiinflamatório da teofilina mostra que esta 
droga exerce um efeito prolongado quando administrada até 8 h 
antes da indução da pleurisia, inibindo tanto o exsudato quanto 
a migração celular. No entanto, o tratamento dos animais 24 h 
antes da indução da pleurisia pela carragenina foi efetivo em 
inibir apenas a exsudação. Em relação à segunda fase (48 h) do 
processo inflamatório induzido pela carragenina, o tratamento 
prévio com teofilina, 0,5-4 h antes, resultou em inibição 
significativa da exsudação e da migração celular. Este efeito 
foi observado apenas quando se empregou a dose de 50,0 mg/kg,
i.p., sendo que a administração de 5 mg/kg, i.p. (0,5-4 h, 
antes) não foi efetiva em inibir a migração celular, embora 
tenha havido uma inibição significativa dos valores médios do 
exsudato (resultados não mostrados). O conjunto destes 
resultados sugere a possibilidade da participação de diferentes 
mediadores nas duas fases do processo inflamatório conforme já 
proposto por Henriques (1993) e/ou diferenças no metabolismo 
desta droga (Nicholas et al., 1993).
Várias hipóteses poderiam ser sugeridas em relação às 
possiveis propriedades antiinflamatórias da teofilina. 
Atualmente, existem várias evidências que sustentam o papel 
antiinflamatório deste medicamento no tratamento da asma 
brônquica (Milgrom e Bender, 1993; Becker e Bierman, 1994; 
Sullivan et al., 1994). É interessante ressaltar que o efeito 
antiinflamatório da teofilina foi observado tanto em estudos 
clínicos (Sullivan et al., 1994) como experimentais (Banner e 
Page, 1995; Raeburn et al., 1994). Esses modelos têm sido
utilizados para estudar não só o efeito de drogas comumente 
utilizadas na clinica, como também de novos agentes 
antiasmáticos, a fim de prevenir o acúmulo de células no sítio 
inflamatorio. Por exemplo, em modelos de inflamação e de 
hiperresponsividade brônquica induzidas por alérgenos, nas vias 
aéreas de ratos e cobaias, foi demonstrado que as xantinas são 
capazes de inibir estes dois parâmetros (Pauwels, 1987; Manzini 
et al., 1993). Além disso, drogas antiasmáticas com perfil 
terapêutico semelhante ao da teofilina foram também efetivas em 
inibir a resposta alérgica em coelhos (Ali et al., 1992).
Em estudos clínicos, foi demonstrado que a teofilina inibe 
a liberação da histamina, in vitro, em células obtidas do 
lavado nasal de pacientes com rinite alérgica, sendo efetiva em 
diminuir a exsudação observada nesta doença (Naclerio et al., 
1986) . Além disso, esta xantina também é capaz de inibir, in 
vitro, o burst respiratorio de células alveolares (Aubier e 
Barnes, 1995) e aumentar o número de linfócitos T supressores 
humanos (Shohat et al., 1983; Fink et al., 1987; Milgrom,
1991). 0 conjunto destes resultados permite, portanto, sugerir 
que a teofilina possui atividades antiinflamatória e 
imunomodulatória (Ward et al., 1993; Jaffar et al., 1994).
No nosso estudo, conforme citado anteriormente, a reação 
inflamatoria induzida pela carragenina na cavidade pleural de 
camundongos resulta da participação de diversos mediadores e 
tipos celulares (Henriques, 1993). Portanto, é possível 
especular que a teofilina não esteja atuando de forma seletiva 
no processo inflamatório, mas em uma via comum compartilhada
93
por varios tipos de mediadores e/ou células. Com base nestes 
resultados e outros da literatura (Cooper et al., 1985; Fink et 
al., 1987; Aubier e Barnes, 1995; Banner e Page, 1995), é 
possivel que os mecanismos clássicos de ação propostos para 
esta droga tipo inibição do monofosfato ciclico de 3', 5'- 
adenosina (AMPc) ou do monofosfato ciclico de 3', 5'-guanosina 
(GMPc) (Milgrom, 1993), antagonismo dos receptores purinérgicos 
e bloqueio do influxo de cálcio (Torphy e Undem, 1991) não 
sejam exclusivamente os únicos responsáveis por este efeito 
antiinflamatório.
Admite-se que o mecanismo da atividade antiinflamatória da 
teofilina seja complexo. No entanto, não está descartado que 
este efeito resulte da sua capacidade em inibir a atividade de 
enzimas regulatórias do AMPc e/ou GMPc, as fosfodiesterases. 
Estas últimas constituem uma grande família de isoenzimas 
denominadas genericamente de fosfodiesterases de nucleotídeos 
cíclicos, codificadas em genes distintos e que diferem quanto 
as suas características físicas e cinéticas, preferência por 
substratos, distribuição tecidual e sensibilidade a diversos 
inibidores seletivos (Beavo e Reifsnyder, 1990; Conti et al., 
1991; Nicholson et al., 1991; Torphy e Livi, 1993).
Atualmente, são conhecidas pelo menos sete diferentes 
famílias de fosfodiesterases: I - PDE dependente de 
cálcio/calmodulina, II - estimuladas pelo GMPc; III - inibidas 
pelo GMPc, IV -específicas para metabolizar o AMPc, V - 
específicas para metabolizar o GMPc, VI - específicas para
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metabolizar o GMPc da retina, VII - com alta especificidade e 
relativa afinidade para o AMPc (Underwood et al., 1994).
Diversos estudos têm demonstrado que a isoenzima PDE 
predominante nas células inflamatorias é a PDE do tipo IV 
(Giembycz, 1992), tendo sido reconhecida sua importância nos 
fenômenos de migração e de ativação dos eosinófilos (Yukawa et 
al., 1989). A PDE do tipo III, identificada inicialmente nas 
plaquetas, é também encontrada em linfócitos e que em conjunto 
com a PDE tipo IV (Robicsek et al., 1991) são responsáveis pela 
regulação dos niveis do AMPc nestas células (tipo T) em humanos 
(Schudt et al., 1992). Desta forma, tem também sido postulado 
que as xantinas ou os inibidores específicos das PDE III e IV 
podem exercer ações diversas em células-alvo através da 
inibição _ da ativação i) do eosinófilo, ii) das células 
precursoras deste polimorfonuclear e iii) de outros tipos 
celulares como os linfócitos ou mastócitos, os quãis liberam 
mediadores que promovem a quimiotaxia de eosinófilos. Levando 
em consideração que os eosinófilos são as células inflamatorias 
predominantes nas vias aéreas de pacientes asmáticos (Wardlaw e 
Kay, 1987) e com base nos estudos citados acima, drogas 
inibidoras das PDE III e IV, efetivas em inibir o recrutamento 
de eosinófilos em modelos experimentais, poderiam alterar a 
adesão e a migração destas células do endotélio para o tecido 
intersticial e dai para o trato respiratório. Além disso, o 
endotélio pode também representar um alvo importante para a 
ação destas drogas, tendo em vista ser rico em PDE tipo IV 
(Lugnier e Schini, 1990).
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Outros estudos. mostram que os inibidores das PDEs são 
capazes de inibir também a expressão de moléculas de adesão 
especificas, bem como a permeabilidade da célula endotelial in 
vivo (Seiburt et al., 1992; Suttorp et al., 1993). Deste modo, 
a interação do eosinófilo com a célula endotelial estaria 
comprometida. Além disso, estas drogas são também efetivas em 
inibir a liberação do TNFa de monócitos (Maschler e 
Christensen, 1991) e a exsudação induzida pelo PAF nas vias 
aéreas de cobaias (Raeburn e Karlsson, 1992). Estudos feitos 
por Sanjar et al. (1990) demonstraram que a administração 
crônica de teofilina ou de uma mistura de inibidores das PDEs 
tipo III e IV resultou em inibição das ações do PAF e do 
acúmulo de eosinófilos na cavidade pulmonar de cobaias.
Dentro deste contexto, a teofilina é considerada um 
inibidor inespecifico das PDEs. Isto porque não há evidências 
da seletividade deste medicamento para qualquer isoforma desta 
enzima, porém ainda permanece a possibilidade que haja outros 
subtipos de PDEs ainda não identificados e que seriam mais 
sensiveis à teofilina. Esta hipótese não está descartada, uma 
vez que algumas destas isoenzimas poderiam ser expressas 
(induzidas) apenas durante o processo inflamatorio nas vias 
aéreas de asmáticos, justificando a maior sensibilidade da 
teofilina na inibição de células inflamatorias (Aubier e 
Barnes, 1995) .
Admite-se, atualmente, que a inibição da PDE não seja a 
única explicação para justificar os efeitos antiinflamatórios 
da teofilina e é possivel que outros mecanismos de ação sejam
encontrados no futuro. Entretanto, ' este efeito terapêutico 
exercido pela teofilina despertou o interesse na compreensão da 
participação desta familia de enzimas em diversas doenças. 
Assim, atualmente, é reconhecido que o AMPc é um importante 
regulador de uma variedade de funções nos linfócitos (Coffey,
1988) . Tem sido demonstrado que agentes capazes de elevar os 
níveis do AMPc em linfócitos, como descrito para as xantinas, 
possuem propriedades imunossupressoras. Vários grupos têm 
demonstrado que estes agentes são capazes de inibir as células 
precursoras dos linfócitos (Novogrodsky et al., 1979; Robicsek 
et al., 1991), além da sua proliferação (Mary et al., 1987) e 
sua ativação (Bourne et al., 1973; Coffey, 1988; Kammer, 1988; 
Lingk et al., 1990; Meskinin et al., 1992; Schudt et al.,
1992) .
Outros estudos têm também demonstrado anormalidades da 
função imunológica em pacientes com .dermatite atópica. Por 
exemplo, um dos estudos demonstrou que nestes pacientes há 
liberação excessiva de histamina pelos basófilos (Butler et 
al., 1983), além da síntese elevada da IgE pelas células 
mononucleares (Cooper et al., 1985) . Tem sido sugerido que 
estas alterações poderiam resultar de um defeito no sistema 
regulatório dos nucleotídeos cíclicos. Além disso, há 
evidências sugerindo que a atividade hidrolítica do AMPc, em 
linfócitos, esteja aumentada em pacientes com doenças alérgicas 
(Grewe et al., 1982), devido ao aumento da atividade da PDE do 
tipo AMPc específica (Butler et al., 1983; Holden et al., 1986; 
Sawai et al., 1995). Foi também observado que leucócitos de
pacientes atópicos possuem alta sensibilidade para os 
inibidores da PDE tipo IV (Giustina et al., 1984).
Embora nossos resultados estejam de acordo com a 
literatura, vale ressaltar a necessidade de estudos futuros 
para o esclarecimento do mecanismo de ação da teofilina no 
modelo experimental empregado. Os nossos resultados, embora não 
permitam explorar o mecanismo de ação desta droga, apóiam as 
evidências que a mesma exerce efeito antiinflamatório, mesmo 
quando utilizada de forma aguda. Nestas condições, a 
constatação que a duração do seu efeito é prolongada, permite 
sugerir que o desenvolvimento de drogas mais seletivas deste 
grupo de medicamentos permitirá que seja oferecida uma 
terapêutica mais apropriada para os pacientes portadores de 
asma brônquica e/ou rinite alérgica e com menos efeitos 
colaterais.
Outro medicamento utilizado no tratamento da asma 
brônquica, da rinite e da conjuntivite alérgicas e que foi 
empregado no nosso protocolo experimental foi o cromoglicato de 
sódio. Esta droga, administrada diretamente na cavidade 
pleural, inibiu tanto a migração celular como o exsudato nas 
duas fases (precoce e tardia) do processo inflamatório induzido 
pela carragenina em camundongos. Embora não seja possível 
comparar a magnitude do efeito antiinflamatório entre a 
teofilina e o cromoglicato de sódio neste modelo experimental, 
vale a pena comentar que o tratamento prévio dos animais com 
este último medicamento resultou em inibição mais prolongada, 
pois foi efetivo em inibir a segunda fase do processo
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inflamatório, mesmo quando administrado 24 h antes do agente 
flogístico.
Vários estudos pré-clínicos têm demonstrado o efeito 
antiinflamatório do cromoglicato de sódio e de drogas similares 
como o nedocromil in vivo. Por exemplo, em cobaias 
sensibilizadas com ovalbumina, o tratamento com cromoglicato de 
sódio inibiu tanto a obstrução das vias aéreas quanto a 
migração celular quando os animais foram expostos novamente ao 
antígeno, por via inalatória (Tarayre et al., 1991). Em 
coelhos submetidos à inalação por Ascaris suum, a administração 
prévia do cromoglicato de sódio, por via inalatória, atenuou 
tanto os efeitos broncoconstritores imediato e tardio, bem como 
o aumento do número de eosinófilos no lavado broncoalveolar 
(Abraham et al., 1988). Todavia, apesar dos conceitos acerca da 
fisiopatologia das doenças inflamatórias como a asma brônquica 
terem mudado radicalmente nos últimos anos, não se dispõe de 
resultados clínicos recentes, do tipo multicêntrico, com este 
medicamento. Entretanto, o seu efeito antiinflamatório, embora 
não tenha sido ainda totalmente esclarecido, é amplamente 
reconhecido.
Durante muitos anos, prevaleceu a hipótese que os efeitos 
terapêuticos do cromoglicato de sódio resultavam exclusivamente 
de suas ações sobre a membrana celular dos mastócitos. Vários 
estudos realizados nas décadas de setenta e oitenta 
demonstraram que este medicamento atua na membrana celular dos 
mastócitos, estabilizando-a e protegendo-a contra reações do 
tipo antígeno-anticorpo, que ao liberarem mediadores químicos
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destas células, são capazes de induzir o broncoespasmo (Spataro 
e Bosmann, 1976; Mazurek et al., 1980). Várias hipóteses
foram levantadas para explicar o efeito estabilizador do 
cromoglicato de sodio na membrana dos mastócitos. Por exemplo, 
em cultura de basófilos de ratos foi sugerido que o 
cromoglicato de sódio agiria em um receptor especifico da 
membrana dos mastócitos, inibindo a liberação de histamina, na 
presença de cálcio (Spataro e Bosmann, 1976). Este receptor foi 
posteriormente identificado por Mazurek et al. (1980) como 
sendo urna proteina dependente de calcio para a sua ativação e 
que é bloqueada por este medicamento (Mazurek et al.,1980,
1982) . Outra hipótese aventada é que o cromoglicato de sodio 
seria capaz de prevenir o influxo de cálcio, para o 
compartimento intracelular, o qual parece ser necessário para 
iniciar a degranulação dos mastócitos, através de estímulos 
tipo reação antígeno-anticorpo.
Estudos mais recentes, todavia, têm demonstrado um efeito 
direto do cromoglicato de sódio em diversas células 
inflamatorias do trato respiratório, além dos mastócitos. 
Nestas condições, é descrito que o cromoglicato de sódio 
exerceria seus efeitos através de diferentes mecanismos, 
incluindo, entre outros, a inibição i) da quimiotaxia de 
neutrófilos e de macrófagos alveolares humanos após estimulação 
com IgE (Tsicopoulos et al., 1988), ii) da citotoxicidade- 
dependente de anticorpos e mediada por eosinófilos em humanos 
(Rand et al., 1988), iii) da degranulação de basófilos induzida 
por IgG4 (Becauvais et al., 1989) e iv) da degranulação de
eosinófilos de pacientes asmáticos (Palczynski et al., 1989), 
portadores da síndrome hipereosinofílica (Spry et al., 1986) ou 
que apresentam concentrações séricas elevadas destas células 
(Sher e Wadee, 1981). Foi também descrito que o cromoglicato de 
sódio seria capaz de aumentar a sobrevida das plaquetas de 
pacientes asmáticos e atópicos (Tunon-De-Lara et al., 1992), 
além de também inibir a liberação de mediadores dos mastócitos 
através de mecanismo relacionados com a ativação de proteínas 
cinases da via do GMPc (Wells e Mann, 1983; Foreman e Pearce, 
1985) .
Diante das evidências inequívocas de que esta droga exerce 
um efeito antiinflamatório, não se pode descartar a 
possibilidade que o cromoglicato de sódio atue em uma ou várias 
etapas da inflamação neurogênica conforme proposto por Holian 
et al. (1991). Neste sentido, o cromoglicato de sódio foi 
efetivo em reduzir a inflamação neurogênica, in vivo em 
traquéia de rato após estimulação do nervo vago e com 
capsaicina em traquéias de rato (Norris et al., 1990) e de 
cobaia (Erjefalt e Persson, 1986), respectivamente. Esta droga 
também foi capaz de inibir a atividade de fibras aferentes tipo 
C estimuladas com capsaicina, em pulmão de caninos (Dixon et 
al., 1980), além de atenuar o broncoespasmo induzido pela 
neurocinina A em ratos (Joos et al., 1988). Além disso, tem 
sido demonstrado que esta droga exerce efeito indireto na 
contração da musculatura lisa, amenizando a resposta contrátil 
induzida por diversos mediadores, incluindo histamina,
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serotonina, acetilcolina, BK e PGF2« (Kitamura et al., 1984; 
Myers et al., 1986).
Um fator limitante do uso do cromoglicato de sódio é que 
este medicamento exerce seus efeitos apenas no local onde é 
administrado. Isto se deve ao fato que esta droga é um 
composto polar, pouco lipossolúvel, mas solúvel em meio ácido 
(Berstein e Bestein, 1993). Sua absorção e eliminação por 
diferentes vias de administração como, por exemplo, a 
endovenosa, a oral, a inalatória, a nasal e a ocular, têm sido 
muito estudadas (Berstein e Berstein, 1993).
O conjunto dos dados da literatura acima descritos e os 
resultados do nosso trabalho, confirmam que o cromoglicato de 
sódio apresenta propriedades antiinflamatórias. Levando-se em 
consideração que o seu efeito antiinflamatório como o da 
teofilina, parece ser seletivo para determinados tipos e locais 
de inflamação, uma possivel ação inibitória no processo 
inflamatório de origem neurogênica é a hipótese mais aceita 
atualmente. No futuro, estudos com este medicamento ou com seus 
análogos permitirão avaliar melhor o seu mecanismo de ação.
Em relação ao salbutamol, este medicamento também 
apresentou perfil antiinflamatório no modelo experimental 
utilizado. Todavia, ao contrário da teofilina e do cromoglicato 
de sódio, o agonista p2-adrenérgico estudado não foi efetivo em 
inibir a fase tardia da reação inflamatoria induzida pela 
carragenina, no modelo experimental estudado. Estes resultados 
estão de acordo com a literatura, onde é demonstrado que
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agonistas p2~adrenérgicos, incluindo o salbutamol, são capazes 
de inibir somente a primeira fase (4 h) da reação inflamatoria, 
em modelos de indução de aumento da resistência das vias aéreas 
provocada pela administração de alergenos, em humanos (Pacheco 
et al., 1992; Yamada et al., 1992; Church et al., 1993).
Os efeitos dos agonistas que interagem com os receptores 
p-adrenérgicos são mediados pelo segundo mensageiro - o AMPc. É 
postulado que o agonista, no caso, o salbutamol, ligar-se-ia de 
forma reversível ao receptor 3 -adrenérgico, não sendo 
descartada uma possível interação também com sítios da enzima 
adenilato-ciclase na superfície da membrana celular (Lefkowitz 
et al., 1981; Catt, 1995). Quando este receptor é ocupado pelo 
agonista, ocorre simultaneamente ativação do sistema da 
proteína G. Em seguida, a adenilatociclase é ativada, 
catalisando a formação do AMPc que por sua vez, desencadeia uma 
série de eventos fisiológicos (Napier e Cresse, 1995). Na vias 
aéreas, a maioria dos agonistas J32-adrenérgicos, como o 
salbutamol interagem com receptores localizados na membrana 
celular das células musculares, dos mastócitos e das fibras 
nervosas simpáticas de localização pré-sináptica (Ahrens e 
Smith, 1984) .
Estudos pré-clínicos e clínicos têm demonstrado que além 
da broncodilatação, os agonistas p2-adrenérgicos também exercem 
efeitos antiinflamatórios (Church e Hiroi, 1987; Fuller et al., 
1988; Howarth et al., 1985; Yukawa et al., 1990; Tokuyama et 
al., 1991). Estudos in vitro têm demonstrado que os agonistas
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f}2-adrenérgicos são efetivos em inibir a degranulação dos 
mastócitos (Church e Hiroi, 1987). Consequentemente à inibição 
destas células, ocorre paralelamente o bloqueio da liberação de 
heparina e da histamina no sítio do processo inflamatório. 
Admite-se que a heparina liberada dos mastócitos, ao interagir 
com a proteína básica principal liberada pelos eosinófilos, 
atenuaria, em parte, os efeitos deletérios desta última. Além 
disso, é sugerido que o aumento da concentração de heparina no 
sítio do processo inflamatório seria capaz de impedir a 
formação da fibrose subepitelial e da hiperplasia da 
musculatura lisa das vias aéreas que ocorre em pacientes 
asmáticos (Page, 1991). Com base nestes estudos, têm sido 
hipotetizado que o uso regular dos agonistas |32-adrenérgicos 
poderia facilitar o desenvolvimento de fibrose subepitelial e 
da hiperplasia da musculatura lisa observados em pacientes 
asmáticos, contribuindo assim para a obstrução irreversível das 
vias aéreas (Page, 1991). Além disso, teoricamente, a 
administração regular de agonistas fi2-adrenérgicos poderia 
favorecer a manutenção da inflamação através do bloqueio das 
ações antiinflamatorias dos mastócitos descritos acima, ou 
mesmo através do seu efeito broncodilatador, facilitando a 
exposição das vias aéreas a uma grande quantidade de alergenos 
(Page, 1992). Nestas condições, a exposição prolongada das vias 
aéreas ao alergeno, facilitada pelo uso do broncodilatador 
(agonista 3 2-adrenérgico), promoveria um aumento da severidade
da segunda fase da resposta inflamatoria observada em 
determinados grupos de asmáticos.
Vale ressaltar, todavia, que embora os agentes {J2~ 
adrenérgicos possam exerçar efeito inibitório sobre a resposta 
inflamatória aguda, às custas de suas ações sobre os 
mastócitos, há poucas evidências sobre o seu papel na 
inflamação crônica e na hiperreatividade brônquica, induzidas 
por células do tipo macrófagos (Fuller et al., 1988), 
eosinófilos (Yukawa et al., 1990) ou linfócitos T (Kraan et 
al., 1985; Kerrebijn et al., 1987).
Com base nos conhecimentos acima e com a identificação 
através de estudos epidemiológicos do aumento crescente da 
morbidade e mortalidade em portadores de asma brônquica 
(Scheinin et al., 1987; Crane et al., 1989a, b; Flatt et al., 
1990; Sears et al., em 1990; Spitzer et al., 1992; Anderson et 
al., 1994; Suissa et al., 1994a, b; Pearce et al., 1995), foi 
sugerido que o uso regular de agonistas p2~adrenérgicos poderia 
estar relacionado com estas complicações. Já com a introdução 
do isoproterenol, agonista J3-adrenérgico inespecífico no 
mercado terapêutico, foi constatado o aparecimento de casos 
severos de asma que foram rotulados de refratários (Van Metre, 
1969). Verificou-se também que paralelamente ao aumento do uso 
do isoproterenol no tratamento da asma, nas décadas de quarenta 
e cinquenta, houve também um incremento significativo dos 
índices de mortalidade por esta doença em países como a Nova 
Zelândia e a Inglaterra (Beasley et al., 1991). Nos anos
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sessenta, a mesma correlação foi observada em outros países 
(Alemanha, Austrália, Canadá, Estados Unidos), com a introdução 
no mercado de preparações de agonistas p2-adrenérgicos na forma 
de aerossol (spray) (Pearce et al., 1995). Na década de 
setenta, um segundo surto de mortalidade foi observado na Nova 
Zelândia (Pearce et al., 1995). Novamente, evidências 
epidemiológicas sugeriram que este fato estava associado ao uso 
do fenoterol, um broncodilatador p2-adrenérgico.
Em 1990, o trabalho de Sears et al. causou grande impacto 
na comunidade científica internacional. Estes autores avaliaram 
os efeitos da terapia com fenoterol, na forma de aerossol, 
através de metodologia do tipo duplo-cega, randomizada e 
cruzada. A pesquisa foi realizada èm oitenta e nove pacientes 
que receberam, durante vinte e quatro semanas, terapia com 
agonista p2-adrenérgico ou placebo, ambos por via inalatória. 
Vários parâmetros foram avaliados, incluindo entre outros, os 
sintomas diurnos e noturnos, freqüência do tratamento com 
broncodilatadores à noite e de crises diurnas e/ou noturnas, 
valores de volume expiratório forçado obtidos em resposta à 
metacolina, além do uso de corticóide. Os investigadores 
concluíram que o tratamento regular por via inalatória, com 
altas doses de drogas simpatomiméticas do tipo p2, disponíveis 
para tratamento sob a forma de spray, foi a principal causa do 
aumento do índice de mortalidade observada nos pacientes 
asmáticos estudados. Várias outras investigações foram feitas, 
posteriormente, a fim de avaliar a possível associação entre o
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uso de agonistas p2-adrenérgicos e o indice de mortalidade 
induzido por esta doença (Spitzer et al., 1992; Suissa et al., 
1994a, b; Anderson et al., 1994). Embora os resultados destes 
estudos tenham confirmado as observações feitas por Sears et 
al. (1990), não foi possível determinar, nestes estudos se 
estes efeitos estão associados ao tipo (fenoterol), ao grupo 
(agonista 0 2-adrenérgico) ou à dose administrada do medicamento 
empregado. Vale a pena ressaltar, entretanto, que embora estes 
resultados tenham demonstrado uma correlação positiva entre o 
índice de mortalidade e o uso dos agonistas J32-adrenérgicos, 
por via inalatória, em portadores de asma brônquica, até o 
presente momento este assunto é considerado polêmico e 
controverso (Spitzer et al., 1992; Anderson et al., 1994; 
Suissa et al., 1994a, b).
Com base nos resultados do nosso trabalho não é possível 
concluir de forma definitiva se o uso agudo do salbutamol é 
capaz de modificar o padrão da segunda fase do processo 
inflamatório na cavidade pleural de camundongos. As evidências 
acerca do agravamento do processo inflamatório na asma 
induzidas pelos agonistas p2-adrenérgicos, revisados 
anteriormente, todavia são bastante significativas e o nosso 
modelo constitui uma ferramenta útil para avaliar estes 
possíveis efeitos. Além disso, é provável que os efeitos 
inibitórios desta droga na primeira fase da reação inflamatória 
resulte de suas ações a nível dos mastócitos conforme proposto 
por Page (1991). Estudos complementares deverão ser feitos para
avaliar se o aumento tanto da migração celular quanto da 
exsudação observados na segunda fase da reação inflamatoria 
causada pela carragenina em animais tratados previamente com 
salbutamol contribuem para amplificação, manutenção e 
agravamento desta resposta inflamatoria tardia.
Outra etapa do nosso protocolo experimental foi avaliar o 
efeito das cininas, no modelo experimental da pleurisia, em 
camundongos. Os efeitos pró-inflamatórios das cininas são 
conhecidos de longa data (Greaves e Shuster, 1967; Melmon et 
al., 1967; Janasi et al., 1969; Zeitlin e Smith, 1973; 
Jezdinsky e Halek, 1974; Hamberg et al., 1978; Clark, 1979; 
Marceau et al., 1983; Sharma et al., 1983; Christiansen et al., 
1987; Barnes et al., 1988). A participação do sistema cininas- 
calicreínas é bem conhecida nos modelos clássicos da inflamação 
causados pela carragenina (Katori et al., 1979; Uchida et al.,
1983) como o edema de pata (Jezdinsky e Halek, 1974) e a 
pleurisia em ratos. Além disso, tem sido relatado, por exemplo, 
que a BK é capaz de induzir tanto a migração celular quanto a 
exsudação (Damas et al., 1990; Hall e Geppetti, 1995). Em 1991, 
Pasquale et al. demonstraram que a BK, de forma dose- 
dependente, causou acúmulo de células na cavidade pleural de 
ratos. Neste modelo experimental, esta cinina inicialmente 
causou um aumento da migração de polimorfonucleares ( 6  h), 
seguido de elevação das concentrações de eosinófilos (24 h) na 
cavidade pleural de ratos.
Deve ser ressaltado que estudos mais criteriosos 
analisando a importância das cininas em processos fisiológicos
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e patológicos só foram possiveis de serem realizados a partir 
de meados da década de oitenta com o desenvolvimento dos 
antagonistas peptídicos para o receptor B2. A primeira geração 
dos antagonistas peptídicos do receptor B2, apesar de serem 
significativamente seletivos, têm o inconveniente de apresentar 
meia vida curta (Griesbacher e Lembeck, 1987; Griesbacher et 
al., 1989), propriedades agonísticas residuais e de induzir a 
degranulação inespecífica de mastócitos (Rhaleb et al., 1991). 
Recentemente, com o desenvolvimento dos antagonistas da segunda 
geração como o HOE 140 e o NPC 17731, que possuem uma meia vida 
mais prolongada (maior que 6 h) e maior potência que os 
anteriores, a participação das cininas nestes processos pode 
ser melhor estudada (Wirth et al., 1991; Kyle et al., 1991). 
Além disso, estes antagonistas são quase que isentos de 
propriedades agonísticas e não causam degranulação dos 
mastócitos (Lembeck et al., 1991; 1992). Paralelamente, nesse 
período, os conhecimentos dos efeitos pró-inflamatórios e 
algésicos das cininas via ativação do receptor Bi foram também 
significativamente ampliados. Dentro deste contexto e conforme 
já comentado anteriormente, tem sido demonstrado que o receptor 
Bi para as cininas pode ser do tipo constitutivo ou induzido. A 
expressão deste último tipo de receptor foi identificada em 
diferentes modelos de inflamação crônica, exercendo também 
função de nociceptor (Perkins e Kelly, 1993; Davis e Perkins, 
1994;) .
No modelo experimental utilizado no nosso estudo, tanto a 
BK como a des-Arg9-BK causaram aumento da migração de
leucocitos, às custas de mononucleares, de forma dose- 
dependente. Nestas condições, não foi observado aumento 
significativo do exsudato. Uma avaliação mais detalhada do 
perfil temporal de uma das cininas, a BK, mostrou que o aumento 
da migração celular já era observado 2 h após sua 
administração, ocorrendo o pico máximo em torno de 4 h, 
permanecendo elevado até 72 h. Embora, não seja possível 
comparar estes resultados com aqueles obtidos por Pasquale et 
al. (1991), ambos os modelos experimentais mostram que a BK é 
capaz de induzir aumento da migração celular de forma 
prolongada. Com base nestes resultados (presente estudo e de 
Pasquale et al., 1991) é possível que diferenças entre animais 
de várias espécies e/ou nos modelos experimentais resultem no 
recrutamento de diferentes tipos celulares bem como da 
liberação de diversos mediadores químicos (Paeglow et al., 
1995). Vale ressaltar ainda que apesar dos efeitos 
inflamatórios induzidos pela BK e pela des-Arg9-BK serem de 
menor magnitude quando comparados com aqueles produzidos por 
agentes inespecíficos tipo carragenina e zimozan (De Brito,
1989), os nossos resultados fornecem evidências adicionais que 
as cininas são capazes de iniciar e de manter o processo 
inflamatorio.
Os antagonistas estudados do receptor B2 da BK, o HOE 140 
e o NPC 17731, foram efetivos em bloquear, de forma dose- 
dependente, a reação inflamatória induzida pela BK, indicando 
que este receptor está envolvido neste modelo de inflamação. Já 
a administração prévia do antagonista do receptor Bx (des-Arg9-
Leu8-BK), nas doses testadas, não causou inibição do processo 
inflamatorio induzido por ambas as cininas, a B K e  a des-Arg9- 
BK. Nas condições estudadas, não foi possível descartar a 
participação do receptor Bi, sendo necessário outros estudos 
complementares.
Estes resultados acima confirmam estudos realizados por 
outros autores em modelos de inflamação aguda induzida pela BK, 
onde foram descritos que a migração celular, a exsudação e a 
dor resultam da ativação de receptores do tipo B2 (Damas et 
al., 1990; Farmer e Burch, 1992; Hall, 1992; Corrêa e Calixto, 
1993; Davis e Perkins, 1994a,b). Neste sentido, foi demonstrado 
que diversos antagonistas peptídicos do receptor B2 da BK foram 
efetivos em reduzir os índices de inflamação induzidos pela 
carragenina nos modelos de edema de pata e da pleurisia 
(Burch et al., 1990). Além disso, os antagonistas peptídicos do 
receptor B2 também apresentaram propriedades analgésicas quando 
analisados nos modelos de dor provocada pela administração de 
cristais de uratos, de formalina ou de ácido acético (Steranka 
e Burch, 1991; Boohla et al., 1992; Corrêa e Calixto, 1993; 
Campos et al., 1996).
Com a finalidade de estudar o perfil inibitório do HOE 140 
e do NPC 17731, administrados por diferentes vías (endovenosa, 
intraperitoneal e intrapleural), diversos grupos de 
experimentos foram realizados, utilizando o protocolo na 
pleurisia induzida pela BK. Verificou-s§ que o efeito 
inibitório sobre a migração celular induzida, por estes 
antagonistas parece estar relacionado corn a dose e via de
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administração empregada. 0 NPC 17731 causou inibição 
significativa da migração celular quando administrado pelas 
vias i.p. (50 pmol/kg), i.v. (50 pmol/kg) e intrapleural (1,0 
pmol/cav.). Entretanto, o HOE 140 somente foi efetivo em inibir 
os mesmos parâmetros apenas quando administrado pelas últimas 
duas vias (i.v.: 5,0 pmol/kg; cavidade pleural: 0,1
pmol/cav.). Embora as diferenças nas doses dos antagonistas, 
bem como nas vias de administração utilizadas não permitam 
comparações entre os protocolos, estes resultados mostram que 
ambos são efetivos em inibir a migração celular, quando 
administrados por via i.v. ou diretamente na cavidade pleural. 
Além disso, o efeito do HOE 140 (0,1 pmol/cav.) foi mais 
prolongado, em comparação com o NPC 17731 (1,0 pmol/cav.), 
sendo observada inibição significativa da migração celular 
induzida pela BK quando o primeiro antagonista foi administrado 
até 8 h antes da indução da pleurisia. Estes dados confirmam 
estudos prévios realizados por Kyle et al. (1991) e Wirth et 
al. (1991) sobre a duração do efeito inibitório apresentado por 
estes antagonistas tanto in vitro como in vivo. Estes 
resultados são relevantes uma vez que é proposto que estes 
agentes têm potencial terapêutico (Wirth et al., 1991).
Apesar de vários estudos na literatura demonstrarem que 
antagonistas do receptor B2 inibem os efeitos hiperalgésicos 
ou pró-inflamatórios induzidos pela BK, poucos empregaram pelo 
menos três doses destes antagonistas, permitindo estimar os 
valores médios da DI50. Em relação ao HOE 140, a maioria dos 
trabalhos, tem utilizado somente uma dose, variando de pmol
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(Wirth et al., 1993; Davis e Perkins, 1994b) até nmol (Bertrand 
et al., 1993; Petho et al., 1994; Ricciardolo et al., 1994), 
administrados localmente ou por quilograma de peso corporal. 
Utilizando esta metodologia, Wirth et al. (1993) demonstraram 
que o HOE 140 foi significativamente mais potente em inibir a 
broncoconstrição induzida pela BK, em cobaias, quando utilizado 
por via i.v. (DI50 = 13,4 pmol/kg) em comparação com os 
resultados obtidos quando este mesmo antagonista foi 
administrado por via inalatória (ID5o = 1,34 nmol/kg) . Além 
disso, Campos e Calixto (1995) demonstraram que as potências 
inibitórias tanto do HOE 14 0 como do NPC 17731 no edema de pata 
induzido pela BK que foi administrada em associação com outros 
mediadores, variou entre 0,7 e 1,5 nmol/sitio, respectivamente.
Os resultados do nosso trabalho mostram que as potências 
dos antagonistas estudados do receptor B2 da BK quando 
administrados diretamente na cavidade pleural, foram muito mais 
altas (pmol/cav.) que as descritas na literatura. Os valores 
das potências inibitórias de ambos os antagonistas, além de 
serem diferentes, foram mais potentes em comparação com aqueles 
obtidos em outros protocolos experimentais (Wirth et al., 1993; 
Campos e Calixto, 1995; Campos et al., 1996).
A constatação no nosso estudo que a migração celular 
induzida pela BK para a cavidade pleural foi inibida por outras 
drogas, além dos antagonistas dos receptores B2, confirma que 
os efeitos desta cinina são em parte mediados através da 
liberação de outros agonistas. Estudos têm demonstrado que,
dependendo do tipo celular ou do tecido, as cininas podem 
estimular a liberação de produtos derivados da via do AA, 
histamina, taquicininas e NO, entre outros (Hall, 1992; Burch 
et al., 1993; Geppetti et al., 1995). Isto resulta, em parte, 
do fato que a estimulação dos receptores B2 da BK pode ativar 
diversos sistemas de segundos mensageiros (Burch et al., 1993; 
Burch e Kyle, 1992). Em nosso trabalho, agentes que 
classicamente são capazes de inibir algumas das etapas das vias 
metabólicas do AA como a ciclooxigenase e a FLA2, da sintese do 
NO ou de antagonizarem receptores do tipo Hx da histamina ou do 
receptor NKi e NK3 das taquicininas, foram efetivos em inibir o 
efeito inflamatório induzido pela BK.
É interessante destacar que entre as drogas que inibiram o 
aumento da migração celular induzida pela BK estão os 
antagonistas de receptor para as taquicininas. Neste modelo, os 
antagonistas dos receptores NKi e- NK3 das taquicininas 
inibiram, de forma dose-dependente, o efeito inflamatório 
causado pela BK. Entretanto, o antagonista do receptor NKi das 
taquicininas (FK 8 8 8 ) foi significativamente mais potente em 
inibir os efeitos inflamatórios induzidos pela BK em comparação 
com o receptor NK3 (SR 142801) . A participação de mecanismos 
mediados através do receptor NK2 neste processo parece ser 
menos provável, tendo em vista que somente altas doses ( 1 0 0  
nmol/cav.) do antagonista (SR 48968) foram eficazes em inibir a 
migração celular induzida pela BK. Estes resultados sugerem que 
neste modelo experimental, a BK é capaz de induzir a liberação 
de taquicininas das fibras nervosas sensoriais conforme
proposto por Ricciardolo et al. (1994), sendo seus efeitos 
exercidos preferencialmente através da ativação de 
receptor NKi.
Os resultados acima descritos indicam, portanto, que o 
efeito inflamatorio induzido pela BK na cavidade pleural de 
camundongos é, pelo menos em parte, dependente da liberação de 
outros mediadores, confirmando evidências obtidas em outros 
modelos (Burch e Axelrod, 1987; Burch e DeHaas, 1990; Burch e 
Kyle, 1992; Geppetti et al., 1995). Estes efeitos resultam 
provavelmente da ativação de diferentes tipos celulares da 
cavidade pleural, incluindo fibras nervosas sensoriais, 
mastócitos, macrófagos, células endoteliais e leucocitos, entre 
outros.
A participação de mecanismos mediados pelo receptor Bi da 
BK em modelos de inflamação e de dor crónica tem sido 
demonstrada (Corrêa e Calixto, 1993; Cruwys et al., 1994; 
Campos et al., 1996). É proposto que as citocinas como a IL-1 e 
o IFN estimulariam a expressão destes receptores (Dray et al., 
1994) . Nossos dados indicam que a des-Arg9-BK, embora menos 
potente que a BK, também foi capaz de induzir a migração 
celular 4 h após sua administração na cavidade pleural de 
camundongos. Este efeito, todavia, não foi inibido, nas doses 
testadas pelo antagonista do receptor Bi (des-Arg9-Leu8-BK) , 
administrado 5 e 30 min antes da indução da pleurisia. Levando- 
se em consideração que foi demonstrada a presença dos dois 
tipos de receptores Bx (constitutivo e induzido), em
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camundongos, através de estudos funcionais (Maas et al., 1995) 
e bioquímicos (Pesquero et al., 1996), não se pode descartar a 
participação de ambos neste modelo experimental. No entanto, 
não foi possível concluir, a partir da análise dos nossos 
resultados, se os efeitos induzidos pela des-Arg9-BK resultam 
da ativação do receptor Bx (constitutivo e/ou induzido). Esta 
hipótese é interessante e outros protocolos experimentais mais 
detalhados deveriam ser realizados com o emprego de 
antagonistas seletivos mais potentes para melhor avaliar a 
possível participação do receptor Bi. Todavia, vale lembrar que 
os antagonistas atualmente disponíveis do receptor Bi não são 
capazes de discriminar as formas constitutiva e induzida deste 
receptor.
Considerando ainda que a BK pode ser metabolizada para 
des-Arg9-BK no sítio do processo inflamatório, é possível 
hipotetizar que esta última poderia promover a ativação de 
receptor Bi da BK. Entretanto, é pouco provável que este fato 
esteja ocorrendo, uma vez que tanto o HOE 140 como o NPC 17731, 
administrados 30 min antes, inibiram completamente a migração 
celular observada 4 h após a indução da pleurisia. Além disso, 
a análise das potências de ambas as cininas sobre a resposta 
inflamatória estudada na cavidade pleural indica que, pelo 
menos no início desta reação, os eventos mediados através da BK 
via ativação do receptor B2 são mais significativos em 
comparação com aqueles causados pela des-Arg9-BK.
A análise conjunta destes resultados permite concluir que 
a resposta inflamatória induzida pela BK neste modelo
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experimental é mediada através da ativação do receptor B2. 
Todavia, ensaios bioquímicos para validar estes estudos neste 
modelo experimental são necessários para melhor entendimento do 
papel das cininas nas reações inflamatorias.
Em estudos subseqüentes, na pleurisia induzida pela SP, 
verificou-se que esta taquicinina, de forma dose-dependente, 
promoveu o recrutamento de células do tipo mononucleares 
associada com um discreto, mas significativo aumento da 
exsudação. Paralelamente, também foi observado aumento de 
células do tipo polimorfonucleares (neutrófilos), sendo que a 
migração destas células não ocorreu de forma dose-dependente. 
Tanto a exsudação como a migração celular foram de caráter 
prolongado (até 96 e 24 h, respectivamente). Nestas condições, 
o aumento da migração celular foi observado até 24 h após a 
indução da pleurisia, enquanto a exsudação, apesar de discreta, 
permaneceu elevada até 96 h após.
É interessante comentar que tem sido descrito na 
literatura que as taquicininas podem influenciar a atividade 
de leucocitos (Frossard e Advenier, 1991; Maggi et al., 1993a, 
b; Geppetti et al., 1995) e consequentemente a liberação de 
diversos mediadores. A maioria dos estudos, contudo, têm 
avaliado apenas os efeitos tipo vasodilatação e exsudação 
induzidos pela SP (Frossard e Advenier, 1991; Maggi et al., 
1993a, b; Geppetti et al., 1995). Nestas condições, o efeito 
promovido pela SP é mediado primariamente através da ativação 
do receptor taquicinérgico do tipo NKi (Abelli et al., 1991; 
Sakamoto et al., 1993). Nosso modelo experimental permitiu
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avaliar o número total e diferencial de leucocitos que migram 
para o sitio inflamatorio, além de quantificar o exsudato. 
Assim, verificou-se que a SP
promoveu aumento mais significativo da migração celular em 
comparação com aquele observado em relação aos níveis 
exsudação. Em concordância com estes resultados têm sido 
descrito na literatura que tanto a SP como a NKA, além de 
causarem exsudação e produção de muco nas vias aéreas de 
pacientes asmáticos, também estimulam a migração de células 
tipo linfócitos, monócitos e macrófagos para o sítio do 
processo inflamatório (Frossard e Advenier, 1991; Maggi et al., 
1993a, b; Maggi, 1995).
A participação dos diferentes tipos de receptores 
descritos para as taquicininas também foi estudada, neste 
modelo experimental, através do uso de antagonistas seletivos. 
Em nossos experimentos, observou-se que tanto a migração 
celular como a exsudação foram inibidas por antagonistas dos 
receptores NKi e NK3 das taquicininas. Verificou-se que a 
potência do antagonista do receptor NK3 (SR 142801) foi três 
vezes maior em comparação com aquela obtida para o antagonista 
NKi (FK 8 8 8 ) . Neste modelo experimental, o antagonista do 
receptor NK2, nas doses testadas, ao ser administrado antes da 
SP, causou alimento da migração celular. Além disso, conforme 
referido no item Resultados (presente trabalho), o uso de doses 
elevadas deste antagonista, seguido da administração de SP 
causou a morte de 1 0 0 % dos animais testados.
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Com base nestes resultados e naqueles relatados na 
literatura, entretanto, não foi possivel concluir de forma 
definitiva sobre os tipos de receptores taquicinérgicos 
envolvidos neste processo inflamatorio. Uma análise cuidadosa 
dos nossos dados descritos acima permite aventar uma série de 
possibilidades. Ao se levar em consideração que o tratamento 
dos animais com o antagonista utilizado do receptor NK2 (SR 
48968, 20 nmol/cav.) seguido da administração da SP, resultou 
em aumento da migração celular, não se pode descartar a 
possibilidade que este efeito decorra de uma ação inespecífica 
deste agente. Um fato que corrobora esta hipótese, no nosso 
modelo experimental, foi a constatação que o tratamento 
isolado dos animais com este antagonista resultou em um aumento 
significativo tanto da migração celular como da exsudação na 
cavidade pleural. Resultados semelhantes também foram obtidos 
com os antagonistas testado do receptor NKX (FK 8 8 8 ) e NK3 (SR 
142801). Além disso, paralelamente à inibição da migração 
celular induzida pela SP ocorreu também aumento da exsudação 
nos animais tratados previamente com ambos os antagonistas. É 
provável, portanto, que estes antagonistas estejam agindo em 
diferentes tipos celulares através de •mecanismos^ distintos. 
Esses resultados sugerem ainda que estes compostos per se 
apresentam-" também propriedades agonísticas. Em decorrência 
destes fatos, não se pode descartar a possibilidade destes 
resultados refletirem ações citotóxicas destes antagonistas, 
mediadas através de diferentes vias e/ou mecanismos ainda 
desconhecidos.
Outro fato que deve ser levado em consideração e que tem 
sido também descrito é que os valores das potências dos 
antagonistas dos receptores taquicinérgicos variam 
consideravelmente em função dos diferentes modelos animais 
empregados. Neste contexto, Aramori et al. (1994) realizaram 
experimentos utilizando a linhagem celular tipo CSO-7 de rim de 
macacos que foi transfectada com material gênico que codifica o 
receptor NKi humano e de rato, respectivamente. Os autores 
verificaram que a potência do FK 8 8 8  foi trezentas e vinte 
vezes maior em deslocar a ligação da SP com o receptor NKi 
humano em comparação com os resultados obtidos em células que 
expressavam o mesmo receptor do rato. Utilizando a mesma 
metodologia, Chung et al. (1994) expressaram em células da 
linhagem CHO, o receptor NK3 humano e do rato, respectivamente. 
Foi constatado que a potência do SR 48968, antagonista do 
receptor NK2, foi trinta e cinco vezes maior em antagonizar a 
ligação da NKB em células que expressavam o receptor NK3 do 
rato (Dl so = 1 0  riM) em comparação com aquelas de origem humana 
(Dl so — 350 nM) . Portanto, no nosso modelo experimental serão 
necessários estudos mais detalhados, utilizando outros 
antagonistas taquicinérgicos para se obter evidências mais 
conclusivas sobre o(s) tipo(s) de receptor(es) 
taquicinérgico(s) envolvido(s).
Nossos dados ainda mostram que, em nosso modelo 
experimental, a SP promove a liberação de BK. Esta afirmação é 
baseada no fato que o HOE 140 e o NPC 17731, antagonistas 
seletivos do receptor B2 da BK, promoveram inibição
significativa e .de forma dose-dependente do processo 
inflamatorio induzido pela SP. Neste sentido tem sido 
demonstrado que a exsudação induzida pela BK é, em parte, 
mediada através da liberação de taquicininas de fibras nervosas 
sensoriais (Ricciardolo et al., 1994; Yoshihara et al., 1995). 
Portanto, nossos resultados e aqueles relatados na literatura 
(Dray e Bevan, 1993; Ricciardolo et al., 1994) evidenciam que 
existe uma ligação importante entre as taquicininas e as 
cininas na inflamação neurogênica, uma vez que estes dois 
mediadores podem promover a liberação um do outro.
Os resultados obtidos com o composto 4 8/80 e a 
terfenadina, no nosso modelo experimental, também permitiu 
concluir que as taquicininas são capazes de liberar histamina. 
O tratamento prévio dos animais com o composto 48/80 causou 
inibição significativa da migração celular causada pela SP, mas 
não alterou o nível da exsudação induzida por esta taquicinina. 
Estudos realizados por Donnerer e Aman (1993) demonstram que a 
histamina liberada pelas taquicininas contribui para aumentar a 
permeabilidade vascular descrita na inflamação neurogênica. 
Neste sentido, também tem sido descrito que a SP causa a 
liberação de histamina e de serotonina tanto de mastócitos 
isolados do peritônio, como do lavado broncoalveolar de ratos 
(Mousli et al., 1989; Joos et al., 1993). Tem sido também 
relatado que em animais previamente tratados com o composto 
48/80, a broncoconstrição e os níveis de diversos mediadores, 
dosados no lavado broncoalveolar, promovidos pela NKA ou pela 
SP foram significativamente atenuados (Otsuka e Yoshioka,
1993). A constatação que a terfenadina, um antagonista do 
receptor Hi da histainina, causou diminuição significativa tanto 
da migração celular como da exsudação induzida pela SP validou, 
em parte, os resultados obtidos nos animais tratados com
o. composto 48/80. O conjunto destes resultados permite sugerir 
que a histamina é liberada pela SP neste modelo experimental e 
que os efeitos de ambos mediadores sobre a migração celular 
parecem ser mais significativos em comparação com a exsudação.
Além das cininas e da histamina, nossos estudos também 
mostram que outros mediadores inflamatorios são também 
liberados pelas taquicininas. Nossos resultados demonstram que 
a SP também promove a sintese tanto de óxido nitrico como dos 
produtos da via do ácido araquidônico, uma vez que a 
indometacina, a dexametasona e a L-NOARG inibiram 
significativamente o processo inflamatório induzido pela SP. 
Novamente, estes resultados confirmam relatos de outros 
trabalhos da literatura (Maggi et al., 1993a, b; Dray et al., 
1994; Naguyen et al., 1995). Sabe-se que a liberação de 
neuropeptideos, particularmente a SP, a NKA e o CGRP de fibras 
nervosas sensoriais são capazes de ativar outras células que 
participam do processo inflamatório e de induzirem a liberação 
de substâncias ativas que promovem o extravasamento plasmático 
(Dray et al., 1994). Assim, em condições inflamatórias, a SP 
promoveria a ativação de fibras nervosas simpáticas, promovendo 
a liberação de noradrenalina, de neuropeptídeo Y e de purinas, 
além da sintese de prostaglandinas, entre outros (Dray e Bevan,
1993) . Além disso estudos realizados por Naguyen et al.
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(1995) demonstraram que um dos mecanismos de aumento da 
permeabilidade mediado pela SP está relacionado com o alimento 
da produção de NO pela células endoteliais.
Tendo em vista o que foi anteriormente comentado, neste 
trabalho os resultados obtidos nos diferentes grupos de 
experimentos com as drogas antiasmáticas, as cininas e a SP, no 
modelo experimental da pleurisia em camundongos, são relevantes 
e contribuem significativamente para ampliar os conhecimentos 
na área da pesquisa da inflamação neurogênica. Devido à 
complexidade que envolve o processo inflamatório, todavia, não 
é possivel determinar em que etapa ou fase preferencial desta 
reação (esquema 1) estariam atuando as diversas drogas 
testadas.
Com base nos resultados deste estudo e os acima citados da 
literatura é possível, todavia, especular em que provável etapa 
do processo inflamatório as cininas e a SP poderiam estar 
agindo (esquemas 2 e 3). Conforme comentado anteriormente, a
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Esquema 2- Interação entre a BK, a SP e os mediadores comuns 
liberados por ambas, no modelo de inflamação 
neurogênica.
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Esquema 3- Prováveis locais de atuação das drogas estudadas no 
modelo de inflamação neurogênica induzida pela carragenina, 
cininas ou SP. PMN = polimorfonucleares, 5-HT = serotonina, 
cromolyn = cromoglicato de sódio,. Para compreensão de outras 
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indução do processo inflamatorio resulta na liberação de um 
grande número de mediadores, cuja seqüência e hierarquia dentro 
deste evento são bastantes variadas. Os nossos resultados
demonstram que a BK e a SP, além de promoverem a liberação uma 
da outra, utilizam simultaneamente vias celulares comuns de 
segundos mensageiros, resultando em aumento das concentrações 
de histamina, de NO e de produtos da via do AA, entre outros, 
no sítio do processo inflamatório (esquema 2). Por sua vez, 
embora as propriedades antiinflamatórias do salbutamol, 
teofilina e do cromoglicato de sódio tenham sido demonstradas 
no modelo da pleurisia induzida tanto pela carragenina, pela BK 
como pela SP, estes efeitos parecem resultar de ações 
inespecíficas destes agentes, ainda em parte desconhecidas e 
que estariam atuando possivelmente em várias etapas do processo 
inflamatório (esquema 3). Além disso, o perfil antiinflamatório 
apresentado por estas drogas antiasmáticas indica que as mesmas 
constituem uma opção alternativa para estudo e/ou tratamento da 
inflamação neurogênica.
(Este trabalho foi, em parte, publicado na revista British 
Journal of Pharmacology, 118: 811-819, 1996).
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1) Os resultados obtidos no modelo da pleurisia induzida 
pela carragenina em camundongos indicam que: i) a teofilina 
e o cromoglicato de sódio foram capazes de inibir tanto a 
fases imediata (4 h) como tardia (48 h) da reação 
inflamatória, ii) o salbutamol foi efetivo em inibir apenas 
a primeira fase e iii) o efeito inibitório da teofilina, do 
cromoglicato de sódio e do salbutamol foi prolongado. Estes 
achados confirmam outros resultados descritos em outros 
modelos da asma, sugerindo que os agentes antiasmáticos 
estudados apresentam propriedades antiinflamatórias.
2) A BK e a des-Arg9-BK causaram aumento significativo da 
migração celular e da exsudação na cavidade pleural de 
camundongos. Os efeitos induzidos pela BK são mediados pela 
ativação do receptor B2 da BK na migração celular e resulta 
na liberação de diversos mediadores pró-inflamatórios, 
incluindo produtos derivados da via do AA, histamina, NO e 
taquicininas, entre outros.
3) A SP induziu reação inflamatória prolongada na cavidade 
pleural de camundongos caracterizada por aumento da 
exsudação e da migração celular. Com base nos resultados 
obtidos, há evidências do envolvimento tanto dos receptores 
do tipo NK3 como NKi, nesta resposta inflamatória. Além 
disso, os efeitos pró-inflamatórios desta taquicinina
6 CONCLUSÕES
também estão relacionados com a liberação de outros 
mediadores do processo inflamatorio como cininas, 
histamina, NO e produtos da via do AA, entre outros.
4) É possível concluir também que, neste modelo 
experimental, as cininas são capazes de liberar 
taquicininas e vice-versa, indicando que o processo 
inflamatorio na cavidade pleural é do tipo neurogênico.
5) Através do nosso trabalho são propostos diferentes 
protocolos experimentais que permitem estudar modelos de 
inflamação neurogênica induzidos pelas cininas e pela SP, 
além da pleurisia causada pela carragenina que pode ser 
útil para o estudo de drogas antiasmáticas com perfil 
antiinflamatório.
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